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Analysis of Export of Branched-Chain Amino Acids in

Corynebacterium glutamicum

The essential amino acid L-isoleucine plays an important role in the physiology of
humans and animals. In the few last years there have been many attempts to
overproduce L-isoleucine with the Gram-positive bacterium Corynebacterium
glutamicum. Physiological experiments revealed the existence of an active export
carrier for this amino acid. Therefore, the identification and isolation of the coding
gene and subsequent functional analysis was the aim of this work.

In order to clone the exporter gene from C. glutamicum a transposon mutant was
isolated which was unable to excrete L-isoleucine. Cloning and sequencing of the
insertion site of the transposon revealed a gene cluster consisting of three genes.
Two of these genes code for highly hydrophobic proteins with a molecular weight of
27.3 KDa and 11.5 KDa, respectively. The presence of seven putative trans-
membrane helices in the larger and four in the smaller protein suggests that both are
integral membrane proteins. Adjacent, but transcribed divergently to the two genes, a
possible regulatory gene (/rp) is located. Functional analysis with defined mutants
was performed determining the active export rates. The export rate for L-isoleucine in
a strain deleted of both genes was not detectable. Overexpression of both genes
resulted in an increased export rate of 7.8 nmol min" mg™ dw compared to the wild
type with 4.2 nmol min™ mg” dw. Both genes are required to mediate isoleucine
export. The gene of the possible regulator Lrp is essential for the export suggesting
an activating role for the expression of the carrier genes. The branched-chain amino
acids L-leucine and L-valine are also excreted by this system. According to the
function of the proteins as export carriers for branched-chain amino acids, they were
named BrnFE. Database analyses resulted in the identification of more than 25
sequences with identities to BrnF and BrnE. In all cases the genomic organisation
was identical to brnF located upstream of brnE. The homologous proteins are now
summarized as the LIV-E family of transporters. Interestingly, C. glutamicum

possesses a second paralogous BrnFE system of presently unknown function.
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Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Die mikrobiellen Transporter dienen dem Austausch von Substanzen zwischen der
Zelle und ihrer Umgebung. Dabei erfolgt der Transport meistens Energie-gekop-
pelt. Nicht Energie-abhéngig ist der Transport durch Kanéle und Poren. Diese er-
leichtern die Diffusion entsprechend dem Konzentrationsgradienten der zu trans-
lozierenden Substanzen (Saier, 2000a). Bisher sind mehr als 250 Transporter-
familien bekannt, die nach dem sogenannten TC-System eingeteilt werden (Saier,
2000a). Die Einteilung unterscheidet unter anderem nach der Art der
Energetisierung. So wird bei primaren Transportern die fir den Transportprozess
bendtigte Energie durch Hydrolyse von ATP gewonnen. Bei sekundar aktiven
Transporten beziehen diese die Energie aus dem elektrochemischen Potential der
Zellmembran, und im speziellen Falle der Gruppentranslokation wird das Substrat
wahrend des Transportprozesses modifiziert. Diese Einteilung nach der Art der
Energetisierung spiegelt sich auch in verwandten Strukturen der jeweiligen
Transporter wieder (Henderson, 1998). All diese Untersuchungen und Klassifi-

zierungen sind zum gréf3ten Teil bei Aufnahmesystemen durchgefihrt.

Wahrend die Aufnahme von Substanzen in vielerlei Hinsicht sehr gut untersucht
ist, ist dies fir den Export weit weniger der Fall. In einigen Fallen ist aber bekannt,
dass dem Export eine ebenso essentielle Funktion zukommen kann wie dem
Import. So miissen beispielsweise die Abfallprodukte, die bei Garprozessen ent-
stehen, ausgeschieden werden. Es ist bekannt, dass bei Lacfococcus lactis das
bei der Milchssauregarung entstehende Lactat aktiv ausgeschieden wird (Konings
et al.,, 1992). Durch die groRe Gruppe der ,multi drug transporter* wird den Or-
ganismen das Wachstum in einer sonst toxischen Umgebung erméglicht, da die
aus der Umgebung in die Zelle gelangten toxische Substanzen aktiv exportiert
werden muissen (Putmann ef al., 2000). Solche Exporter verleihen vielen human-
pathogenen Bakterien Resistenz gegeniber Antibiotika. So erfolgt der Export
toxischer B-Lactamantibiotika durch das kirzlich in seiner Struktur aufgeklarte
AcrAB-TolC System (Murakami efal., 2002). Weit weniger verstanden ist
hingegen der Export von fur die Zelle eigentlich lebensnotwendigen Substanzen,
wie Zuckern oder Aminosauren. In jlingster Zeit sind aber einige Exportsysteme

identifiziert worden, die den Export solcher Primarmetabolite katalysieren.
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So wurde festgestellt, dass die Genprodukte von setA und setB in Escherichia coli
den Export von Lactose und Glucose katalysieren (Liu et al., 1999a). Ein entfernt
verwandtes paraloges Protein von E. coli, das mit YdeE bezeichnet wurde,
katalysiert den Export von Arabinose (Bost efal., 1999) und ein weiteres
Orthologes, das Genprodukt von sofB aus Erwinia chrystanthemi, exportiert
ebenfalls wahrscheinlich Lactose (Condemie, 2000). Die physiologische Funktion
von diesen neuartigen Exportern ist bisher noch nicht verstanden. Beispielsweise
zeigt eine setABC Dreifachmutante von E. coli keinen Phanotyp unter den ange-
wandten Versuchsbedingungen (Liu et al., 1999a). Da aber die Uberexpression
von setA eine Resistenz gegeniber ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-thiogalactosid) be-
dingt, ist dessen Genprodukt méglicherweise an der Entgiftung von nicht verstoff-

wechselbaren Zuckern beteiligt (Liu et al., 1999b).

Von zwei Transportern in E. coli ist bekannt, dass sie den Export der Aminosauren
L-Homoserin und L-Threonin katalysieren. So resultiert bei Uberexpression von
rhtB und rhtC eine externe Akkumulation dieser Metabolite (Zakataeva ef al.,
1999, Kruse et al., 2002). Bei Uberexpression von ydeD hingegen, wird eine ex-
terne Anhaufung von Metaboliten des Cysteinstoffwechsels beobachtet (Dassler
et al., 2000). Wahrend die primare Funktion dieser méglicherweise am Amino-
saurehaushalt beteiligten Exporter in E. coli noch unbekannt ist, konnte in
Corynebacterium glutamicum gezeigt werden, dass dort der Exporter LysE spe-
zifisch dem Export basischer Aminoséauren dient. Die Inaktivierung des /ysE-Gens
resultiert in einem Wachstumsarrest mit hohen internen Lysin- bzw. Argininkon-
zentrationen bei Wachstum in Komplexmedium oder in Anwesenheit von
Peptiden, die diese basischen Aminosduren enthalten. Da es vorstellbar ist, dass
C. glutamicum in seinem natirlichen Habitat Peptide als C- und N-Quelle ver-
wendet (Erdmann ef al., 1993), die Aminosdure Lysin aber nicht metabolisiert
werden kann, muss zumindest L-Lysin ausgeschieden werden. Dadurch wird die
Zelle vor einer toxischen intrazelluldren Akkumulation von L-Lysin oder auch L-
Arginin bewahrt (Bellmann et al., 2001; Vrljic et al., 1996). Die Expression des
lysE-Gens wird streng durch den Regulator LysG zusammen mit erhdhter intra-
zellularer Konzentration von L-Lysin oder L-Arginin kontrolliert (Bellmann et al.,
2001). Untersuchungen zur Topologie ergaben eine ungewdhnliche Struktur von

LysE mit nur funf transmembranen und einer der periplasmatischen Seite der
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Membran anliegende hydrophoben o-Helix (Bellmann et al., 2001). Da LysE-
Homologe in einer groRen Anzahl von Bakterien vorhanden sind, kann erwartet
werden, dass diese Art der intrazellularen Aminoséaure-Kontrolle in einer Vielzahl
von Organismen vorhanden ist. In der Tat wurde Aminosdureexport bei
Lactococcus lactis in Milch beobachtet, obwohl die dafiir verantwortlichen Exporter
noch nicht identifiziert sind (Juillard et al., 1995). Es ist also davon auszugehen,
dass der intrazelluldre Aminosaurepool zuséatzlich zur Regulation in der Synthese
zumindest in einigen Fallen auch durch den Export reguliert wird. Somit stellt in
Bakterien der gezielte Aminosaureexport neben der Aminoséduresynthese einen
zweiten Mechanismus zur Kontrolle der intrazelluldren Aminosdurekonzentration
dar. Auch fir den Export von L-Threonin wurde in C. glutamicum ein aktiver
Transportmechanismus festgestellt (Palmieri ef al.,, 1996) und kirzlich gelang die
Identifizierung des korrespondierenden Genes thrE (Simic et al., 2001). Dieser mit
LysE nicht verwandte Carrier ThrE exportiert L-Threonin und L-Serin. Sowohl
LysE als auch ThrE stellen den Prototyp neuer bislang nicht charakterisierter

Familien von Translokatoren dar (Vrljic et al., 1999, Yen ef al., 2002).

Sowohl der Exportcarrier fur L-Lysin, als auch fur L-Threonin wurde im Zuge der
Untersuchungen zur Aminosaureproduktion mit C. glutamicum identifiziert. Durch
physiologische Untersuchungen liegen bisher auch Hinweise fur die Existenz
aktiver Carrier fir Citrullin, Histidin, Ornithin (Bellmann, 2001) und Glutamat
(Hoischen et al., 1990) vor. C. glutamicum wurde bereits 1957 als L-Glutamat-
auscheider aus Bodenproben isoliert (Kinoshita, 1957; Abe et al., 1967). Heute
werden mit diesem Gram positiven Bakterium rund 1.000.000 t/a L-Glutamat her-
gestellt (Eggeling et al., 2001a, Leuchtenberger et al., 1996), das vornehmlich als
Geschmacksverstarker eingesetzt wird. Darliber hinaus werden ca. 400.000 t/a L-
Lysin fermentativ mit C. glutamicum synthetisiert (Eggeling et al., 2001a). Auch fur
L-Isoleucin ist es gelungen durch gezieltes ,metabolic engineering“ Produktions-
stdimme von C. glutamicum herzustellen (Morbach et al., 1996, Eggeling et al.,
1997). Wie auch die anderen essentiellen, verzweigtkettigen Aminosduren L-
Leucin und L-Valin, wird L-Isoleucin in der Pharmazie bendétigt und beispielsweise
in Infusionslésungen eingesetzt. Bei den Untersuchungen zur L-Isoleucin-Ak-
kumulation wurde jedoch beobachtet, dass wahrend der Kultivierung die intern

Isoleucinkonzentration etwa doppelt so hoch war, wie extern im Medium vorlag
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(Morbach et al., 1996). Da zusatzlich die unmittelbare Biosynthesevorstufe a-Keto-
methylvalerat intern akkumuliert, ist auf eine Limitierung der Produktakkumulation
durch den Export von L-Isoleucin zu schlieBen. Aus diesem Grund kénnte ein

Carrier interessant sein, um damit eine gesteigerte Produktbildung zu erreichen.

Erste Hinweise auf einen Exportcarrier fir L-Isoleucin in C. glutamicum ergaben
biochemischen Untersuchungen mit ganzen Zellen. So wurde zum Beispiel
festgestellt, dass L-lIsoleucin auch gegen einen Konzentrationsgradienten ins
Medium exkretiert wird (Ebbighausen et al., 1989a). Dabei folgt die Isoleucin-
exkretion einer Michaelis-Menten-Kinetik mit einem Ky von 21 mM und einer
maximalen Geschwindigkeit von Vmax= 14,5 nmol min™ mg™ Tg (Zittrich & Kramer,
1994). Der Efflux erfolgt aber teilweise auch durch Diffusion, da wegen der grolien
Hydrophobizitdt ein Energie-unabhangiger Transfer von L-Isoleucin erfolgt (Abb.1,
Zittrich & Krémer, 1994). Die Diffusionskonstante betragt 0,13 pl min”’ mg'1 Ty,
was einer Permeabilitat von 2:10® cm-s™ entspricht (Zittrich & Kramer, 1994). Dies
bedeutet, dass zum Beispiel bei einer zellinternen L-Isoleucinkonzentration von 54
mM, und einer externen von 16 mM, die aktive Exportrate etwa 12
nmol min" mg”' Tg betragt, und der diffusionsbedingte Efflux etwa 5

nmol min” mg™”' Tg.

Bei dem aktiv getriebenen Export (Abb. 1) handelt es sich wahrscheinlich um
einen elektrogenen lIsoleucin/ Protonen Antiport Mechanismus, wobei die mit
Isoleucin kotranslozierte lonenspezies modglicherweise Hydroxylionen darstellen
(Hermann & Kramer, 1996). Durch Kompetitionsexperimente mit ganzen Zellen
wurde gezeigt, dass Leucin den Isoleucinexport um 25 % bis 43 % hemmt (Zittrich
& Krémer, 1994; Hermann & Kramer, 1996). Hingegen hemmte Valin den
Isoleucinexport nur um etwa 10 %. Daraus wurde der Schluss gezogen, dass der
vermutete Carrier auch Leucin exportiert, er aber Valin nicht, oder nur sehr gering
akzeptiert (Hermann & Kramer, 1996). Aus Experimenten mit Inhibierung der
Proteinsynthese ergab sich ein Hinweis, dass die Synthese des Exporters wahr-

scheinlich reguliert ist (Hermann & Krémer, 1996).
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extrazellular Membran intrazellular

C*.lleoy-2(OH) C%.llej,- 2(OH)"

Export

llegut + 2(OHY" lley, + 2(OH)"

c* c*

Aufnahme C- Na™ llegy C- Na*- lle;,

Diffusion llegut llein

Abb. 1: Transport von L-Isoleucin bei C. glutamicum. Der aktiv getriebene Export
erfolgt vermutlich, indem auf der cytoplasmatischen Seite der positiv geladene
Carrier (C*') ein Isoleucinmolekiil (lle) und zwei Hydroxylionen (OH) aufnimmt. Un-
ter EinfluR des pH-Gradienten d@ndert der Carrier seine Konformation und entlait
extrazellular Isoleucin zusammen mit den Hydroxylionen. Unter EinfluB des
Membranpotentials dndert der Carrier wiederum seine Konformation, um auf der
intrazelluldren Seite erneut fiir einen weiteren Transportschritt zur Verfiigung zu
stehen (Hermann, 1998). Die Isoleucinaufnahme erfolgt im Symport mit Na*-lonen
(Ebbighausen et al., 1989b). Die Diffusion erfolgt entsprechend des Konzentrations-
gradienten mit einer Diffusionskonstante von 0,13 pl min" mg"' Tg (Zittrich &
Kramer, 1994).

Als dritte Komponente beim Isoleucintransport, zusétzlich zu Export und Diffusion,
kann grundsatzlich der Import von L-Isoleucin eine Rolle spielen. Der Import wirkt
dem Export entgegen, sodass ein ,futile cycle” denkbar ist. Die Aufnahme von L-

Isoleucin wird in C. glutamicum durch das sekundar aktive Aufnahmesystem BrnQ
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vermittelt (Tauch et al.,, 1998). Dieses ist, wie auch in vielen anderen Gram
positiven Bakterien das einzige aktive Aufnahmesystem fir verzweigtkettige
Aminoséauren (Tauch et al., 1998). Dabei erfolgt die Aufnahme wahrscheinlich im
Symport mit Na*-lonen (Abb. 1). Es zeigten sich unterschiedliche Affinitaten fir die
drei verzweigtkettigen Aminosauren, mit einem Ky von 5,4 uM flr Isoleucin,
9,0 uM fir Leucin und 9,5 uM fir Valin. Untersuchungen zur Regulation ergaben,
dass die Aufnahmerate mit steigender interner Isoleucinkonzentration zunimmt
(Boles et al., 1993). Dies erscheint zunachst physiologisch nicht sinnvoll. Es ist
aber denkbar, dass bei hohen internen Isoleucinkonzentrationen Isoleucin durch
Diffusion ,verloren geht” und deswegen wieder vermehrt aufgenommen werden

muss. Daflir wurde der Begriff cyclische Retention gepragt (Ingraham et al., 1983).

Ziel dieser Arbeit war es, das Gen des Exportcarriers fir verzweigtkettige Amino-
sauren in C. glutamicum zu identifizieren. Dazu sollte eine im Isoleucinexport de-
fekte Transposonmutante isoliert werden, um so Zugang zum Gen des Carriers zu
bekommen. Die Charakterisierung des Isoleucinexporters sollte durch die Be-
stimmung von Exportraten mit definierten Mutanten erfolgen. Dabei sollte auch die
vermutete Spezifitdt, sowie die mébgliche Regulation des Exporters untersucht
werden. Um ferner Hinweise auf die natlirliche Funktion des Exporters zu erhalten,
sollte untersucht werden, in welchen Organismen homologe Proteine vorkommen
und welche verwandtschaftliche Beziehung besteht. Da in frlheren Experimenten
zur Produktion von L-Isoleucin eine Limitation durch den Transport erkennbar war,
war es auch ein Ziel, den Einfluss des Exportcarriers und des Importcarriers auf

die Produktion zu untersuchen.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1 Bakterienstamme und Plasmide

In dieser Arbeit wurde mit den folgenden Bakterienstdmmen gearbeitet (Tab. 1).

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme.

Stamm Phanotyp / Genotyp Referenz

Escherichia coli

DH5aMCR endA1 supE44 recA1 gyrA96 relA1 deoR U169 Grant et al.,

®80dlacZAM15 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 1990

GM2929 dam-13::Tn9 dem-6 hsdR2 recF143 mcrA mcrB Palmer and
Marinus, 1994

S17-1 thi-1 F- endA1 hsdR17 supE44 )" pro Simon et al.,
1983

Corynebacterium

glutamicum

ATCC14752 Wildtyp Vertes et al.,
1993

14752 1-8 Transposonmutante 14752brnF::Tn5531 diese Arbeit

14752 1-25 Transposonmutante 14752htaA::Tn5531 diese Arbeit

14752 1-75 Transposonmutante 14752chll::Tn5531 diese Arbeit

ATCC13032 Wildtyp Abe et al.,
1967

13032AbrnFE Wildtyp mit einer Deletion von 942 nt in brnFE  Kennerknecht
et al., 2002

13032AbrnF Wildtyp mit einer Deletion von 642 nt in brnF Kennerknecht
et al., 2002

13032AIrp Wildtyp mit einer Deletion von 409 nt in Irp Mirja Wessel'

13032AbrnQ Wildtyp mit einer Deletion von 1224 nt in brnQ diese Arbeit

13032::/rpint Wildtyp mit einer Disruption von Irp durch Kennerknecht

pK18mob nach 400 nt et al., 2002

DM368-2 Threonin- und Lysinproduzent, AEC®, AHVR Reinscheidt
et al., 1994

MH20-22B Lysin-Produzent, AECR, leuD Menkel, et al.,

1989

' Arbeitsgruppe M. Bott, Institut fiir Biotechnologie 1, Forschungszentrum Jilich
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Tab. 1 (ff): In dieser Arbeit verwendete Bakterienstamme.

MH20-22BA/ysA MH20-22B mit einer chromosomalen Deletion  Karin

von 818 nt in IysA

Krumbach?

MH20-22BAbrnQ MH20-22B mit einer Deletion von 1224 nt in diese Arbeit

brnQ

MH20- MH20-22BA/ysA mit einer chromosomalen diese Arbeit

22BAlysAAbrnFE Deletion von 942 nt in brnFE

MH20- MH20-22BA/ysA mit einer chromosomalen diese Arbeit

22BAlysAAbrnQ Deletion von 1224 nt in brnQ

13032brnF2::pk19  Wildtyp mit einer chromosomalen Integration  diese Arbeit

brnF2 von pK19mobsacBbrnF-2;,
13032AbrnFEbrnF2 Deletionsmutante von brnFE mit einer diese Arbeit
:: pk19brnF2 ;. chromosomalen Integration von
pK19mobsacBbrnF-2;,
13032brnF2::pEM1  Wildtyp mit einer chromosomalen, diese Arbeit
‘brnF2’-lacZ transkriptionellen /acZ-Fusion mit brnF-2
13032AEG::GE-lacZ Deletionsstamm von /ysEG mit einer chromo- Bellmann
somalen, transkriptionellen lacZ-Fusion mit et al., 2001
lysE

In dieser Arbeit wurden die in Tab. 2 aufgeflihrten Plasmide verwendet. Die

entsprechenden Plasmidkarten sind im Anhang dargestellt.

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Referenz
pCGL0040 Donor of Tn5531 (1IS1207, KmR®), Ap®, oriVe,. Accession
U53587
puCc18 Klonierungs- und Sequenziervektor (ApF) Norrander
et al., 1983
pZ1 E. coli-C. glutamicum Shuttle Vektor (Km"® Menkel
oriVe. oriVcg4) et al., 1989
pJC1 E. coli-C. glutamicum Shuttle Vektor (Km"® Cremer
oriVe. oriVcg4) et al., 1990

% Arbeitsgruppe L. Eggeling, Institut fur Biotechnologie 1, Forschungszentrum Julich
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Tab. 2 (ff): In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

pK18mob

pK19mobsacB

pEM1

piWiT10

pEKO

pK19mobsacBA
brnFE
pK19mobsacBA
brnF
pK19mobsacBA
brnQ
pK18moblirp;..

pK19mobsacB
brnF—2int
pK18mob1-75;,;

pTG1227 ASall

pK19mobsacBAlysA

pPEM1°brnF-2"-lacZ

pUC18Klon1-8EcoRI

pUC18Klon1-8Pstl

pUC18brnFE-Irp

Integrationsvektor (Km®, oriVe. oriT)
Integrationsvektor (KmR, oriVe., oriT, sacB)
Integrationsvektor (KmR, oriVe., oriT)

Donor der 3,4 kb groBen /acZ-Kasette
(Asp700/ Xbal-Fragment), Tc®

E. coli-C. glutamicum Shuttle Vektor (Km~,
oriVe., oriVc )

pK19mobsacB mit einem um 942 nt
deletierten brnFE Fragment
pK19mobsacB mit einem um 642 nt
deletierten brnF Fragment

pK19mobsacB mit einem um 1224 nt
deletierten brnQ Fragment

pK18mob mit einem 203 nt internem
Fragment von Irp

pK19mobsacB mit einem 506 nt internem
Fragment von brnF-2

pK18mob mit einem ca. 250 nt internem
Fragment von chlil

pUC18 mit einem ca. 1,3 groRen /ysA-
Fragment

pK19mobsacB mit einem um 818 nt
deletierten Fragment von /ysA

pPEM1 mit einem 477 nt internem Fragment
von brnF-2 und dem 3,4 kb groBen lacZ-
Fragment aus piWiT10

pUC18 mit einem ca. 6 kb EcoRI Fragment
des Insertionsortes von Tn5531 des Klons
1-8 von C. glutamicum ATCC14752

pUC18 mit einem ca. 4,3 kb Pstl Fragment
des Insertionsortes von Tn5531 des Klons
1-8 von C. glutamicum ATCC14752

pUC18 mit einem 1.8 kb PCR Fragment von
brnFEIrp

Schafer et al.,
1994

Schifer et al.,
1994
Schrumpf

et al., 1991
Wilcken-
Bergmann

et al., 1986
Eikmanns

et al., 1991a
Kennerknecht
et al., 2002
Kennerknecht
et al., 2002
diese Arbeit

Kennerknecht
et al., 2002
diese Arbeit

Karin
Krumbach?
Silke Gorres®
Karin

Krumbach?
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Kennerknecht
et al., 2002

® Arbeitsgruppe L. Eggeling, Institut fur Biotechnologie 1, Forschungszentrum Julich
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Tab. 2 (ff): In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

pUC18brnFE
pUC18brnE
pUC18irp
pJC1brnFE
pJC1brnF
pZ1brnE
pZ1irp

pJC1brnFE(His)g

pJC1brnF(His)g

pUC18brnF(His)s

pECM3ilvA™
pECM3ilvA*"'brnFE
pECM3ilvA®
pECM3ilvA*brnFE

pEKOhom™ thrBC

pEKO hom™thrB

pUC18 mit einem 1,3 kb PCR Fragment von
brnFE

pUC18 mit einem 1,2 kb PCR Fragment von
brnE

pUC18 mit einem 0,65 kb PCR Fragment
von Irp

pJC1 mit einem 1,3 kb PCR Fragment von
brnFE

pJC mit einem 0,96 kb PCR Fragment von
brnF

pZ1 mit einem 1,2 kb EcoRI/ Xbal Fragment
aus pUC18brnE, welches brnE enthalt

pZ1 mit einem 0,7 kb EcoRI/ Xbal Fragment
aus pUC18Irp welches Irp enthélt

pJC1 mit einem 1,3 kb PCR Fragment von
brnFE, welches um 6 Hisitidincodons
verlangert ist.

pJC1 mit einem 0,94 kb Xbal-Fragment aus
pUC18brnF(His)e

pUC18 mit einem 0,94 kb PCR Fragment
von brnF, welches um 6 Hisitidincodons
verlangert ist.

pPECMS3 mit einem 1,5 kb ilvA-Fragment,
CmFf

pECM3 ilvA"* mit einem 1,2 kb Xbal
Fragment von brnFE

pECM3 mit einem 1,5 kb ilvA(V323A)-
Fragment, Cm~®

pECMS3 ilvA*® mit einem 1,2 kb Xbal
Fragment von brnFE

pEKO mit einem 3,6 kb hom™thrBC -
Fragment aus DM368-2 und einem 2,1 kb
thrC-Fragment aus C. glutamicum 13032
pEKO mit einem 3,6 kb hom™ thrB-
Fragment aus DM368-2

diese Arbeit

Kennerknecht
et al., 2002
Kennerknecht
et al., 2002
Kennerknecht
et al., 2002
Kennerknecht
et al., 2002
Kennerknecht
et al., 2002
Kennerknecht
et al., 2002
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Morbach et al.,

1996

diese Arbeit

Morbach et al.,

1996

diese Arbeit

Eikmanns
et al., 1991b

Eikmanns
et al.,, 1991b

KmR, Kanamycin resistent; Ap®, Ampicillin resistent; Tc®, Tetracyclin resistent;
CmFR, Chloramphenicol resistent.
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2 Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

Die Chemikalien, die zur Herstellung definierter Minimalmedien verwendet
wurden, wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Merck AG
(Darmstadt) oder von Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) bezogen. Komplex-
nadhrmedien, die zur Kultivierung von Bakterienstdmmen verwendet wurden,
stammten von Difco Laboratories (Detroit, USA). Dipeptide wurden von Bachem

Biochemica AG (Heidelberg) bezogen.

2.1 Nahrmedien

Zur Kultivierung von E. coli wurde das Vollmedium LB (Luria Bertani) nach
Sambrook et al. (1989) oder BHI-Komplexmedium (Brain-Heart Infusion, Difco)
verwendet. Die Anzucht von E. coli zur Herstellung kompetenter Zellen nach
Hanahan (1985) erfolgte auf SOB-Medium.

C. glutamicum wurde zur Stammhaltung und DNA-Isolierung in LB-Medium
kultiviert. Als Vorkulturmedium wurde Brain-Heart Infusion (Difco) oder Cglll-
Medium (Menkel et al., 1989) eingesetzt. Zur Bestimmung von Wachstumskurven,
Produktbildung und Messung von Enzymaktivititen wurde das Minimalmedium
CgXll mit 4 % Glukose und 30 mg/l Protocatechuat eingesetzt (Keilhauer et al.,
1993). Zur Messung von Exportraten wurden das Minimalmedium MMI verwendet,
das auf 0,5 g/l Ammoniumsulfat reduziert war (Hermann & Kramer, 1996;
Kennerknecht et al., 2002).

2.2 Zusatze zu den Medien

Zur Selektion und zur Haltung von Stammen, die Plasmide enthalten, wurden die
in Tab. 3 angegebenen Antibiotikakonzentrationen eingesetzt. Nalidixinsdure
wurde eingesetzt, um nach Konjugationsexperimenten das Wachstum von E. coli
zu unterdriicken. Um eine ausreichende Transformationseffizienz zu erreichen,
musste bei C. glutamicum zur Selektion auf Plasmid-tragende Klone die Anti-

biotikakonzentration reduziert werden, die bei allen darauffolgenden Kultivier-
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ungen erhéht wurde. Bei Vorliegen einer Ampicillinresistenz wurde das struktur-

verwandte Carbenicillin eingesetzt.

Tab. 3: Verwendete Antibiotikakonzentrationen sowie deren Stammlésungen.

E. coli C. glutamicum
Antibiotikum Selektion und
Haltung Selektion Haltung Stamml6sung

Carbenicillin 50 pug/ml

50 mg/ml in H,0O
30 mg/ml in 50 %

Tetracyclin 30 pg/ml - -
y Hd Ethanol
C 50 mg/mlin 0,4 N
Nalidixinsaure 50 pg/ml - -
NaOH
Kanamycin 50 pg/ml 15 pg/ml 50 pyg/ml 50 mg/ml in H,O
] 25 mg/ml in 70 %
Chloramphenicol 30 pg/ml 3-4 ug/ml 7-10 pg/ml
Ethanol

Zur Herstellung von Mediumplatten wurde dem Nahrmedium 1,5 % AgarAgar zu-
gesetzt. Zur Untersuchung des Einflusses von Fettsduren auf die Expression
wurde Buttersaurehydrolysat nach den Angaben von Prof. Dr. E. Schweizer (Uni-
versitat Erlangen-Nurnberg) hergestellt. Dazu wurde 100 g Butter in einer KOH/
MetOH (25 g KOH in 50 ml MetOH) Lésung fir 1,5 h unter Rickfluss gekocht.
Damit sich das Hydrolysat im Medium I6st, wurde der Emulgator 1 % Brij 58
verwendet, wobei das Medium immer noch eine Tribung aufwies und somit die
ODggo nicht bestimmt werden konnte. Die ODgoo Wurde daher im Vergleich zum

Wachstum ohne Zusétze abgeschatzt.

2.3 Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37 °C. C. glutamicum wurde bei 30 °C kul-
tiviert und zur Herstellung kompetenter Zellen nach van der Rest et al. (1999) bei
19 °C (Wildtyp) oder bei 25 °C (Lysinproduzent MH20-22B) inkubiert. Soweit nicht
anders angegeben, erfolgte die Kultivierung von E. coli und C. glutamicum in
500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen. Das Nahrmedium-

volumen betrug 50-200 ml und die Schuttelgeschwindigkeit 120-130 rpm. Kleinere
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Kulturvolumina wurden entweder in Reagenzglasern, die 5 ml Medium enthielten
bei 180 rpm, oder in 100 ml Erlenmeyerkolben, die mit 20 ml Medium befllt
waren, bei 150 rpm inkubiert.

Zur Aufnahme einer Wachstumskurve oder Exportrate wurden Aliquots der Vor-
kulturen 10 min bei 5000 rpm und 4°C abzentrifugiert, mit 0,9 % NaCl-Lésung ge-
waschen, und dann in das jeweilige Minimalmedium Uberfuhrt. Dabei wurde bei
Wachstumexperimenten eine anféngliche Zelldichte von ODgpo= 0,1 bis 2 und zur

Bestimmung von Exportraten eine ODggp von 10 eingestelit.

2.4 Stammbhaltung

Zur Stammhaltung auf LB-Platten wurden die verwendeten Séamme alle 2-4
Wochen auf neue LB-Platten Gberimpft und bei 4 °C gelagert. Zur langfristigen
Lagerung wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden 2 ml einer LB-Kultur ab-
zentrifugiert und in 1 ml LB mit 25 % Glycerin resuspendiert. Die so erhaltenen

Suspensionen wurden bei -20 °C aufbewahrt.

3 Molekulargenetische Methoden

Zur Plasmidisolierung, Reinigung von DNA, zur Ligation und Polymeraseketten-

reaktion wurden im Wesentlichen die in Tab. 4 aufgelisteten Kits verwendet. Die

Anwendung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.
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Tab. 4: In dieser Arbeit verwendete Kits, deren Hersteller und Verwendungszweck.

Kit Hersteller Verwendung

QIlAprep Spin Miniprep Qiagen, Hilden Isolierung reiner DNA

Kit

QlAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden Isolierung reiner DNA in hohen

Konzentrationen

QiaEx Il Gel Extraction Qiagen, Hilden Isolierung von DNA aus
Kit Agarosegelen
QiaCleanUp Kit Qiagen, Hilden Reinigung von DNA aus

enzymatischen Reaktionen

NucleoSpin Extract 2in1 Macharey & Nagel, Reinigung von DNA aus

Kit Diiren enzymatischen Reaktionen
oder zur Isolierung aus
Agarosegelen

SureClone™ Ligation Kit Amersham Zur blunt end Klonierung von
Pharmacia Biotech, PCR-Produkten
Uppsala Schweden

Rapid DNA Ligation Kit Roche Diagnostics Standard-Ligationen
GmbH, Mannheim

Expand™ High Fidelity Roche Diagnostics Amplifizierung von DNA-
PCR System GmbH, Mannheim  Fragmenten zur Klonierung

Qiagen PCR Kit Qiagen, Hilden Ampilifizierung von DNA-
Fragmenten zur Analyse

DIG-Chem-Link Labeling Roche Diagnostics Hybridisierung und Detektion
and Detection Set GmbH, Mannheim  bei Southern Blot Analysen

3.1 DNA-Isolierung

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die nach Birnboim und Doly

(1979) modifizierte Methode der alkalischen Lyse eingesetzt, bzw. die in Tab. 4
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angegebenen Kits verwendet. Die Isolierung von Plasmid-DNA aus C. glutamicum
wurde wie bei Schwarzer und Puhler (1991) beschrieben, oder mit den in Tab. 4
aufgefiihrten Kits durchgefuhrt. In jedem Fall ist fur C. glutamicum aufgrund des
stark ausgepragten Mureinsacculus eine vorausgehende Behandlung mit 15
mg/ml Lysozym fiir 1-2 h bei 37 °C nétig. Die Isolierung chromosomaler DNA aus
C. glutamicum erfolgte nach Eikmanns ef al. (1994). Die DNA-Konzentration
wurde durch Messung der Absorption in einer 1 ml Quarzglaskivette bei 260 nm
bestimmt (Ultraspec 3000, Amersham Pharmacia, Upsala, Schweden). Dabei ent-
spricht eine Extinktion von 1 einer Konzentration von 50 ug/ml. Als Mal® der
Reinheit der DNA sollte der Quotient der Extinktionen bei 260 und 280 zwischen
1,8 und 2,0 liegen (Sambrook et al., 1989).

3.2 Restriktion, Modifikation und Ligation von DNA

Techniken zur Restriktion, Ligation, Klenow- und Phosphatasebehandlung er-
folgten im Allgemeinen nach Sambrock et al. (1989). Die Verwendung von
Restriktionsendonukleasen erfolgte nach Angaben der Hersteller fur die einzelnen
Enzyme (i.d.R. Roche Diagnostics) bei der vom Hersteller angegebenen optimalen
Temperatur. Dabei spaltet 1 U Enzym 1 ug DNA in 1 h. Restriktionsanséatze zu
analytischen Zwecken wurden in einem Volumen von 20 yl und praparative Re-
striktionsanséatze wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefthrt. Zur Ligation
von DNA-Fragmenten wurde die Ligase des Bakteriophagen T4 nach Sambrook et
al. (1989) bei 16°C im Wasserbad Uber Nacht eingesetzt. Darliber hinaus wurden
die in Tab. 4 angegebenen Kits verwedet. Um eine Ligation von DNA-Fragmenten
Uber stumpfe Enden zu ermdéglichen, wurde mittels Klenowenzym das
3’-Uberhdngende Ende abgespalten, bzw. das 5°-Uberhdngende Ende in An-
wesenheit von 0,2 uyM dNTP’s aufgefilllt. Die Religation von linearisierten
Vektoren wurde stark reduziert, indem der Phosphatrest des 5-Endes mittels
shrimp alkaline-Phosphatase (USB, Bad Honnef) zuvor abgespalten wurde. Zur
Reinigung von DNA-Fragmenten wurden die in Tab. 4 aufgefiihrten Kits
verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte
je nach GréRe in 0,8-2 %igen Agarosegelen nach Sambrook et al. (1989) in TAE-
Puffer.
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3.3 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur in vitro-Amplifizierung von DNA-
Fragmenten verwendet (Saiki et al., 1988). Dazu wurden jeweils zwei, den zu
amplifizierenden DNA-Bereich flankierende Oligonukleotide eingesetzt, die bei
MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen wurden. Die Anlagerungstemperatur der
PCR-Primer lag zwischen 58°C - 64°C. Die Durchfiihrung der PCR erfolgte in
einem Thermocycler der Firma Biozym Diagnostics (Oldendorf) durch mindestens
30 sich wiederholende Zyklen aus DNA-Denaturierung bei 94 °C, Anlagerung der
Oligonukleotide (annealing) bei 50°C - 64°C und DNA-Kettenverlangerung (elon-
gation) mittels thermostabiler Taqg-DNA-Polymerase bei 72 °C (Tindall ef al,
1988). Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, die zur weiteren Klonierung ver-
wendet wurden, erfolgte unter Zusatz der fehlerkorrigierenden Pwo-Polymerase
(Barnes et al., 1994), die in einem Gemisch zusammen mit der Tag-Polymerase
im Expand High Fidelity Kit (Roche) vorliegt. Die optimale Anlagerungstemperatur
(Ta) fur die PCR wurde entweder vom Hersteller der Oligonukleotide angegeben
oder aus der Basenzusammensetzung berechnet (Sambrock ef al., 1989), wobei
nur der Bereich des Oligonukleotides beriicksichtigt wurde, der bereits im ersten
Zyklus an die DNA-Matrize anlagert (T, = (4 x [G+C] + 2 x [A+T]) - 4). Die
Elongationszeit betrug 1 min pro 1 kb. Als DNA-Matrize wurde chomosomale DNA
sowie Plasmid-DNA eingesetzt, aber auch DNA aus aufgebrochenen Zellen.
Dabei wurde eine Kolonie in 50 yl Wasser mittels Vortex (Bender & Hobein,
Zirich, Schweden) resuspendiert, um die Zellen mechanisch aufzubrechen. Nach
einer Inkubation der Zellen fur 10 Minuten bei 95°C wurde 5 ul dieser Suspension
als DNA-Matrize zur PCR eingesetzt.

Zur Herstellung von Deletionskonstrukten, die eine in-frame Deletion des Gens er-
mdglichen, wurde die cross-over PCR verwendet (Link ef al., 1997). Bei einer in-
frame Deletion eines Genes wird die Expression stromabwaérts liegender Gene
nicht beeintrachtigt, und schliel3st somit Sekundéreffekte aus. Hier wurde in einer
ersten PCR ein stromabwaérts und ein stromaufwarts liegender DNA-Bereich ge-
trennt amplifiziert. Die dazu verwendeten Oligonukleotide wurden so modifiziert,
dal® die entstandenen PCR-Fragmente am 5°-Ende jeweils mit einer 21 Nukleotid
langen linker-Sequenz verbunden waren, die bei den Fragmenten zueinander

komplementér ist. Zur cross-over PCR wurden die Produkte der ersten PCR als
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DNA-Matrize verwendet, wobei Uber den komplementiaren Bereich eine An-
lagerung stattfindet. Durch Einsatz der &ufleren Primer wird das Deletions-

konstrukt erhalten.

3.4 Transformationstechniken

Die Transformation von E. coli erfolgte durch Inkubation Rubidiumchlorid-
kompetenten Zellen mit der einzubringenden DNA und anschlieBenden Hitze-
schock modifiziert nach Hanahan ef al. (1983, 1985).

Die Transformation von C. glutamicum erfolgte durch Elektroporation (Dunican et
al., 1989; Liebl et al., 1989; Wolf ef al., 1989). Dazu wurde nach verschiedenen
Protokollen kompetente Zellen hergestellt, bei denen die Kultivierung von
C. glutamicum stets in Anwesenheit von zellwandmodifizierenden VWachstumsin-
hibitoren stattfand (Haynes & Britz, 1989). Dabei wurde 4 mg/ml Isonikotinsaure-
hydrazid, 2,5 % (w/v) Glycin und 0,1 % (v/v) Tween80 zum Medium zugesezt. Es
wird vermutet, dass diese Substanzen die Permeabilitat der Zellwand erhéhen und
somit die Transformation erleichtern. Die bisher Ubliche Methode nach Haynes
und Britz (1989, 1990) erlaubt den Transfer von Plasmiden mit relativ geringer
Transformationseffizienz von 2 x 10° c.fu. pug™' xenogener DNA (colony forming
units). Hier wird 50 ml der LB-Hauptkultur mit den Wachstumsinhibitoren mit 1 mi
einer tagsuber kultivierten LB-Vorkultur angeimpft und Giber Nacht bei 30 °C ange-
zogen. Bei Erreichen einer optischen Zelldichte von ODgo=0,5 werden die Zellen
bei 4°C geerntet, da empirisch festgestellt wurde, dass eine Erwarmung der Zellen
die Transformationseffizienz herabsetzt. Um die bei der Elektroporation stérenden
Salze komplett zu entfernen, wurden die Zellen viermal mit 10 %igen Glycerin ge-
waschen und in Aliquots von 100 pl bei -70°C gelagert. Zur Elektroporation
wurden 50-100 pl Zellsuspension mit der Plasmid-DNA gemischt, in vorgekihlte,
sterile Elektroporationskiivetten (Typ 16 S 2086, Biorad, Miinchen) Uberflihrt. Die
Elektroporation wurde in dem BIORAD GENE PULSER™ (Biorad, Miinchen) bei
einer Spannung von 2,5 kV, einem Parallelwiderstand von 200 Q und einem
kapazitaren Widerstand von 25 pF durchgefiihrt (Liebl ef al., 1989). Zur Regene-
ration nach Transformation wurde 1 ml BHIS-Medium (BHI mit 0,5 M Sorbitol) zur

Zellsuspension gegeben und in einem sterilen Eppendorfreaktionsgefal? fir 60 min
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bei 30°C im Thermomixer (Eppendorf) inkubiert, bevor die Zellen auf antibiotika-
haltigen LBHIS-Agarplatten (Liebl et al., 1989) ausplattiert wurden.

Durch Kultivierung der Zellen und Durchfihrung eines Hitzeschocks nach erfolgter
Elektroporation nach van der Rest etal. (1999) konnte die Transformations-
effizienz auf 2,5 x 10° c.f.u. pg' xenogener DNA erhéht werden. Dadurch ist es
mdglich, eine Integration von Plasmiden in das Genom zu erreichen. Die Kultivie-
rung bei niedriger Temperatur bewirkt vermutlich eine héhere Permeabilitat der
Zellmembran und durch den Hitzeschock wird wahrscheinlich das Restriktions-
system von C. glutamicum inaktiviert, wodurch die hohe Transformationseffizienz
erreicht wird (van der Rest ef al., 1999). Es werden 100 ml der LB-Hauptkultur mit
den Wachstumsinhibitoren mit 5 ml einer 16 h inkubierten LB-Vorkultur angeimpft
und fur 28 h bei 18 °C (Wildtyp) bzw. 25 °C (MH20-22B) inkubiert. Bei Erreichen
einer optischen Zelldichte von ODgyo= 1 werden die Zellen bei 4°C geerntet und
viermal mit 10 %igem Glycerin gewaschen. Zur Elektroporation wurden 50 pli
kompetenter Zellen mit 1-2 yl DNA gemischt und bei einer Spannung von 2,5 kV,
einem Widerstand von 600 Q und einer Kapazitdt von 25 yF fir 10-12 ms
elektroporiert (van der Rest et al., 1999). Anschlieend wurde die Zellsuspension
in 1 ml LBHIS dberfihrt und in einem Eppendorfreaktionsgefall ein Hitzeschock
bei 46°C fur 6 Minuten im Wasserbad durchgefuhrt. Zur Regeneration fiir 90 min
wurden die Zellen bei 30°C im Thermomixer inkubiert, bevor diese auf

antibiotikahaltigen LBHIS-Medium ausplattiert wurden.

3.5 Plasmidtransfer von E. coli nach C. glutamicum durch Konjugation

Die Methode der Konjugation wurde verwendet, um mobilisierbare Plasmide vom
Donorstamm E. coli S17-1 zum Rezipientenstamm C. glutamicum zu Ubertragen
(Schéfer et al.,, 1990). Zur Konjugation wurden 20 ml LB-Medium mit 0,2 %
Glukose (100 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen) mit 400 ul einer
LB-Vorkultur des Donorstammes angeimpft. Nach Erreichen einer optischen
Dichte von ODggo = 1 wurde die Kultur auf Eis gelagert. Pro Konjugationsansatz
und zu transferierendem Plasmid wurden 3 ml einer LB-Ubernachtkultur (ODggo =
3-8) des Rezipienten in einem Reagenzglas einem Hitzeschock (9 min, 48,5°C)
unterzogen. Der Hitzeschock dient vermutlich der Beeintrachtigung des Re-

striktionssystems von C. glutamicum bei gleichzeitiger Induktion des Reparatur-
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systems der Zellen (Schéfer et al., 1994). AnschlieRend wurden 1 ml Donorzellen
mit 3 ml Rezipientenzellen in einem sterilen Reagenzglas gemischt, die Zellen 5
min bei Raumtemperatur mit 3500 rpm zentrifugiert, und nach Entfernung des
Uberstandes in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Um durch eine hohe Zelldichte
einen engen Kontakt der beiden Stdmme zu erhalten, wurde die erhaltene Zell-
suspension auf ein Zellulosenitratfilter (Millipore, Typ HAWP, Porengréfie 0,45 um,
Millipore S.A., Molsheim, Frankreich) aufgetragen, welches zuvor auf eine LB-
Platte gelegt worden war. Nach 20 stindiger Inkubation bei 30°C wurden die
Zellen mit 600 pl LB-Medium vom Filter abgeschwemmt. Die Zellsuspension
wurde auf BHI-Agarplatten ausplattiert, die 15 pg/ml Kanamycin zur Selektion auf
Transkonjuganden und 50 pg/ml Nalidixinsdure, zur Unterdrickung des Wachs-
tums von E. coli, enthielten. Die erhaltenen Transkonjuganden wurden erneut auf
BHI-Medium, welches 50 pg/ml Nalidixinsdure und 25 pg/ml Kanamycin enthielt,

Ubertragen.

3.6 Transposonmutagenese

Zur Transposonmutagenese von C. glutamicum  ATCC14752 wurde das
Transposon Tn5537 (Ankri et al., 1996) eingesetzt, welches eine Kanamycin-
resistenz Kassette tragt. Das transposontragende Plasmid pCGL0040 (Oscar
Reyes, personliche Mitteilung) wurde mit Hilfe des QIAfilter plasmid midi Kits
(Qiagen, Hilden) aus E. coli GM2929 prapariert und durch Elektroporation in
C. glutamicum 14752 eingebracht. Dieser Stamm erfordert ein abweichendes
Protokoll zur Herstellung kompetenter Zellen (Oscar Reyes, persénliche Mit-
teilung). Daher wurde C. glutamicum 14752 aus einer 5 ml BHI-Vorkultur mit einer
Zelldichte von ODgpo=0,2 zur BHI-Hauptkultur mit 0,1 % (v/v) des Wachstums-
inhibitors Tween 80 angeimpft. Bei Erreichen einer ODgp=1,5 wurden die
kompetenten Zellen bei 4 °C geerntet und zweimal mit sterilem H;O und einmal
mit 10 %igem Glycerin gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen in 1/150 des
urspringlichen Volumens in 10 %igem Glycerin resuspendiert, a 100 pl aliquotiert
und bei -70°C gelagert. C. glutamicum 14752 wurde durch Elektroporation (Liebl
et al. 1989) mit pCGLO040 bei einer Spannung von 25 kV, einem

Parallelwiderstand von 200 Qund einem kapazitdren Widerstand von 25 uF
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transformiert. Zur 90 minutiger Regeneration bei 30 °C wurde nach erfolgter
Transformation BHIS-Medium zu den Zellen gegeben. Da pCGL0040 in
C. glutamicum 14752 nicht replizierbar ist und das Transposon eine Kanamycin-
resistenzkassette tragt, wurde auf Transposonmutanten selektioniert, indem der

Transformationsansatz auf Kanamycin-haltiges LBHIS-Medium ausplattiert wurde.

3.7 Konstruktion und Nachweis von Integrations- und Deletionsmutanten

von C. glutamicum

Die Herstellung von Deletionsmutanten von C. glutamicum erfolgte nach der von
Schéfer et al. 1994 etablierten Methode mit dem Plasmid pK19mobsacB. Dazu

wurden mittels cross-over PCR (Link etfal., 1997) oder durch Restriktion
Deletionskonstrukte hergestellt, die ein DNA-Fragment mit der gewiinschten
Deletion enthielten und in die multiple Klonierungsstelle von pK19mobsacB
kloniert. Da pK19mobsacB in C. glutamicum nicht replizierbar ist, wurden nach
Einbringen des Plasmides und anschlieRender Selektion auf die durch das
Plasmid vermittelte Kanamycinresistenz Klone isoliert, in denen das Plasmid durch
homologe Rekombination in das Chromosom integriert war. Die Ausgliederung
des Plasmides pK19mobsacB erfolgte durch ein zweites Rekombinationsereignis
Uber die jetzt im Chromosom doppelt vorliegenden DNA-Bereiche, indem die
Zellen in Vollmedium ohne Kanamycin kultiviert wurden. AnschlieRend wurde die
Kultur auf LB-Medium mit 10 % Saccharose ausplattiert. Durch die von sacB
kodierte Levan-Sucrase wird Saccharose zu Levan polymerisiert und es kommt zu
einer induzierten Lethalitdt (Bramucci ef al., 1996). Dadurch konnten nur solche
Klone wachsen, die das Plasmid ausgegliedert hatten. Bei den dann Saccharose-
resistenten und Kanamycin-sensitiven Klone war entweder die genetische Wildtyp-
Situation wieder hergestellt, oder die gewlinschte Deletion entstanden, was durch
PCR-Analysen durch Verwendung von aulerhalb des Konstruktes liegenden
Primern, oder Southern Blot Analyse gezeigt werden mufdte. Zur Southern Blot
Analyse (Southern, 1975) wurde die genomische DNA der Stdmme isoliert
(Eikmanns etal.,, 1994) und ca. 5 ug mit ausgewahlten Restriktionsenzymen
behandelt. Nach Auftrennung der so restringierten genomischen DNA (ber ein
1 % Agarosegel, wurde diese mittels Vakuumblot (2016 Vacugene, LKB) auf eine

Nytranmembran (Schleicher & Schilll, Dassel) transferiert. Die Markierung der
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Sonde mit Digoxigenin, Hybridisierung, Waschen und Detektion erfolgte mit dem
DIG-Chem-Link Labeling and Detection Set (Tab. 4) und CDP-Star (Roche)
entsprechend den Herstellerangaben.

Integrationsmutanten wurden erzeugt, indem in Vektoren, die in C. glutamicum
nicht replizierbar sind, ein internes Fragment des zu unterbrechenden Genes
kloniert wurde. Nach Einbringen des Plasmides durch Elektroporation oder
Konjugation wurde durch Selektion auf die durch das Plasmid vermittelte Anti-

biotikaresistenz Integrationsstdmme isoliert.

3.8 Herstellung von Stammen zur Produktion von L-Isoleucin mit

C. glutamicum

Zur Untersuchung des Einflusses des Transportes auf die Produktion von L-
Isoleucin, wurden Stdmme, die auf dem Lysinproduzenten MH20-22B basieren,
aus den Arbeiten von Morbach et al. (1996) verwendet und weiter modifiziert. Zur
Unterbindung der Lysinbildung wurde das lysA-Gen (Oguiza, 1993), das fir die
den letzten Schritt der Lysinsynthese katalysierende Diaminopimelatde-
carboxylase kodiert, deletiert. Um das Deletionskonstrukt AlysA zu erhalten, wurde
der Vektor pTG1227ASall, (pUC18 mit einem 1,3 kb Fragment von lysA) mit
EcoRV und Dralll verdaut und tber stumpfe Enden religiert, was zu einer internen
Deletion von 818 bp in lysA fuhrte. Das AlysA Fragment wurde in die Smal-site
von pK19mobsacB umkloniert und durch Elektroporation ins Chromosom von
C. glutamicum MH20-22B integriert. Die Deletion in MH20-22BAlysA konnte nach
der zweiter Rekombination mit den chromosomalen Primern plysA5end-1 und
plysA3end-1 nachgewiesen werden (Tab. 19).

Um den Einfluss des Aufnahmesystems flir verzweigtkettige Aminosauren BrnQ
auf die Produktion von Isoleucin zu charakterisieren, wurde das brmQ-Gen in
MH20-22B deletiert. Dazu wurde das Deletionskonstrukt AbrmQ konstruiert, indem
in zwei getrennten PCRs mit P-up-for und P-up-rev (Tab. 19, Anhang) ein
upstream- (456 bp), sowie mit P-down-for und P-down-rev ein downstream- (376
bp) Fragment amplifiziert. Uber die komplementére linker-Sequenz wurde in der
dritten cross-over PCR mit den beiden &ufleren Primern das 811 bp groRe

Deletionsfragment erhalten, das blunt end in die Smal-site von pK19mobsacB
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kloniert wurde. Zur Integration des erhaltenen Plasmides pK19mobsacBAbrnQ
wurden C. glutamicum 13032, MH20-22B und MH20-22BAlysA durch Elektro-
poration mit anschlieRendem Hitzeschock transformiert. Die Deletionen wurden in
allen Stdmmen nach zweiter Rekombination erhalten und mit den auf3erhalb des
Konstruktes liegenden Primern deltaQ-up-kontr und deltaQ-down-Kontrolle
nachgewiesen (Tab. 19, Abb. 2).

Spur 1: A-Standard (BstEll)

3,7kb

e = Spur 2:13032 wt

1.4 kb Spur 3:13032AbrnQ

1-3kb Spur 4:MH20-22BAlysA

0.7 kb mmm Spur 5: MH20-22BAlysAAbrnQ

Spur 6: MH20-22BAbrnQ
Spur 7: 100 bp-Leiter

Abb. 2: 2 % Agarosegelfoto der PCR-Analysen zum Nachweis der brnQ-Deletion mit
den auBerhalb des Konstruktes liegenden Primern (deltaQ-up-kontr + deltaQ-down-
Kontrolle. Bei Deletion von brnQ wird ein 1,1 kb, bei Wildtypsituation ein 2,3 kb
groBes Fragment erwartet.

Zur Uberexpression der Exportergene bmFE zusammen mit den Isoleucin-
biosynthesegenen in Produktionsstammen, wurde der Vektor pECM3ilvA*'brmFE
konstruiert. Dazu wurde brnFE mit dem Restriktionsenzym Xbal aus pUC18bmFE
ausgeschnitten und in die Xbal-site von pECM3ilvA" kloniert. Das Insert des so
erhaltenen Vektors wurde durch Sequenzierung mit den Primern 810-222 P1 und
P2 bestatigt (Tab. 19, Anhang).

Um nun die Isoleucinbiosynthesegen in Stdmmen MH20-22B, MH20-22BAbmQ
und MH20-22BAlysA  einzubringen, wurde zunédchst das Plasmid
pEKOhom™thrBthrC durch Elektroporation mit anschlieRendem Hitzeschock
eingebracht. Nach Verifizierung der richtigen Klone wurde anschlieRend
pECMS3ilVAMbrnFE bzw. zur Kontrolle pECMS3ilvA™ eingebracht. Da diese

Plasmidubertragung durch konjugativen Transfer durchgeflihrt wurde, wurden
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beide Plasmide zunachst in E. coli S17-1 eingebracht und dann durch Konjugation
in Stdmmen von C. glutamicum Ubertragen. Die erhaltenen Stdmme wurden durch
Plasmidpréparation mit anschlieRender Restriktionsanalyse auf das Vorhanden-
sein beider Plasmide Uberprift. Lediglich der erste Kontrollstamm MH20-
22BAlysAl pECMBilvA™ pEKOhom™thrBthrC wurde durch Elektroporation mit

beiden Plasmiden transformiert.

3.9 Sequenzierung und computergestiitzte Sequenzanalysen

Die Sequenzierung klonierter DNA erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruchs
nach Sanger et al, 1977. Die durch Qiaprep Spin Miniprep Kit oder Qiagen
Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) hochreine DNA wurde mit den im Anhang ange-
benen Oligonukleotiden bei der Firma Agowa (Berlin) sequenziert.

Zur Analyse sequenzierter DNA, Herstellung von Vektorkarten sowie der Suche
nach offenen Leserahmen wurden die Sequenzen mit dem Programm clone
manager for windows (Version 5.02, Scientific & Educational Software) untersucht.
Erhaltene Sequenzdaten wurden mit der Datenbank des National Center of Bio-
technology Information nach Altschul et al,, 1997 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
oder mit der Datenbank des European Molecular Biology Laboratory
(http:/mww.embl-heidelberg.de/) verglichen. Zur weiteren Untersuchung der ab-
geleiteten Aminosauresequenzen wurde das Programmpaket von Lasergene (Bio-
computing Software for Windows, DNASTAR, Madison, USA) verwendet.
Alighments sowie Hydrophobizitdtsanalysen nach Kyte & Doolittle wurden mit
Programmen des Baylor College of Medicine (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/)
durchgefiihrt. Um eine mdéglichst genaue Voraussage der Topologie der Proteine
zu erhalten, wurde das Programm PHD.htm von Rost et al (1995)
(http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/) angewendet. Um anhand von Ge-
nomsequenzen zu erfahren, welche Stoffwechselwege in bestimmten Bakterien
mdglich sind, wurde die Datenbank KEGG Metabolic pathways verwendet
(http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html). Zur Untersuchung des phylo-
genetischen Verwandtschaft von Transportproteinen, sowie der Ermittlung der
mittleren Hydrophobizitdt von Proteinfamilien wurden die Programme der

Webseite http://saier-144-37.ucsd.edu/biotools/ verwendet.
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4 Quantitative Bestimmung von Aminosauren

Um extrazellulare Aminosaurekonzentrationen bei Kultivierungen von Isoleucin-
produktionsstdmmen zu bestimmen, wurden zu den gewilinschten Zeitpunkten
500 pl der Kultur enthommen und fur 10 min bei 6000 rpm abzentrifugiert. Der
Kulturiberstand wurde zur Analyse eingesetzt.

Die Quantifizierung von Aminosduren wurde mit Hilfe der reversed phase High
Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) durchgefiihrt (Jones & Gilligan,
1983). Vor der sédulenchromatographischen Auftrennung erfolgte eine Derivatisie-
rung der Aminosauren mit dem Reagenz o-Phthaldialdehyd, das mit der Amino-
gruppe der Aminosauren reagiert (Lindroth et al. 1979, Jones et al. 1983). Hierzu
wurden je 2,5 pl der Probe mit 20 pl o-Phthaldialdehyd/Mercaptoethanol-Lésung
(Pierce Europe BV, Niederlande) vermischt und nach einminitiger Inkubation bei
Raumtemperatur zur Auftrennung in eine RP-HPLC Saule (Hypersil ODS 5 pm,
120 x 4 mm) mit vorgeschalteter Vorsaule (Hypersil ODS 5 ym, 40 x 4 mm, CS-
Chromatographie Service GmbH Langerwehe) eingespritzt. Die bei der Derivati-
sierung entstandenen thiosubstituierten Isoindolverbindungen wurden mit einem
Gradienten mit zunehmender Methanolkonzentration von der Saule eluiert. Als
polarer Laufpuffer diente hierbei 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2). Die Detektion der
fluoreszierenden Derivate erfolgte nach Anregung bei 230 nm bei einer Emis-
sionswellenldnge von 450 nm. Zur saulenchromatographischen Auftrennung und
Detektion wurde ein HPLC-Gerat vom Typ HP1100 (Hewlett Packard, Waldbronn)
mit angeschlossenem Fluoreszenzdetektor (G1321A) verwendet. Die System-
steuerung und Datenauswertung erfolgte mit dem Programm HP Chemstation
(Hewlett Packard, Waldbronn).

5 Bestimmung von Exportraten

Um die Transportprozesse der verzweigtkettigen Aminoséuren charakterisieren zu
kénnen, wurde ein Test zur Bestimmung von Exportraten etabliert. Nach Erhéhung
der intrazellularen Aminosaurekonzentration erfolgt der Efflux in C. glutamicum

durch aktiven Export, aber auch entsprechend des Konzentrationsgradienten,
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durch passive Diffusion (Zittrich & Kramer, 1994). Um diesen Konzentrations-
gradienten ermitteln zu kénnen, musste ein Testsystem verwendet werden, bei
dem die interne Aminosaurekonzentration parallel zur externen bestimmt werden
konnte. Um dartberhinaus eine sehr rasche Trennung von Zellen und Kultur-
Uberstand zu ermdéglichen, wurde die Silikondlzentrifugation eingesetzt
(Klingenberg & Pfaff, 1977). Der Exportratentest erfolgte nach einer modifizierten
Form der Kurzzeitfermentation nach Hoischen und Kramer (1990) mit Dipeptid-

zugabe.

5.1 Exportratenassay

Um den Efflux von Isoleucin, Leucin und Valin innerhalb kurzer Zeit kinetisch ver-
folgen zu kénnen, wurde eine Kurzzeitfermentation mit Dipeptidzugabe durchge-
fuhrt und zu definierten Zeitpunkten Proben enthommen. Dazu wurden Stamme
von C. glutamicum Uber Nacht in BHI-Medium vorkultiviert. Fir die Hauptkultur
wurde ein Volumen von 10 ml verwendet und die optische Zelldichte ODgyo lag
zwischen 8 und 12, entsprechend einem Zelltrockengewicht von 2,4 bis 3,6 mg
x mlI". Ein entsprechendes Volumen der Vorkultur wurde bei 4°C geerntet und
einmal mit kalter 0,9 % NaCl-Lésung gewaschen. Das so erhaltene Zellpellet
wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Die Zellen wurden dann in
5 ml MMI-Medium resuspendiert und anschlieBend zu 5ml auf 30 °C vor-
gewarmtem MMI-Medium gegeben. Dabei wurde die Kultur im Wasserbad bei
30°C auf einem Magnetrihrer (VARIOMAG, H+P, Labortechnik GmbH,
OberschleiBheim) bei 700 rpm gerihrt. Nach einer Vorinkubation von 20 min
wurde den Kulturen 0,5 - 10 mM eines entsprechenden Dipeptides zugegeben.
Uber einen Zeitraum von 70 min wurde zu definierten Zeitpunkten den Kulturen
Proben entnommen, die zur Silikondlzentrifugation eingesetzt wurden, um die zeit-
gleiche Bestimmung der intrazellularen und extrazelluldren Aminoséure-

konzentration zu ermdéglichen.
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5.2 Silikonoélzentrifugation

Bei der Silikondlzentrifugation erfolgt die rasche Trennung von Zellen und Kultur-
medium durch eine Silikondélschicht bei gleichzeitiger Inaktivierung des Stoff-
wechsels der Zellen durch Perchlorsdure (Klingenberg & Pfaff, 1977), wodurch ein
mdéglicher Abbau der intrazellularen Aminosauren verhindert wird.

Die fur die Silikonélzentrifugation eingesetzten Beckmann-Reaktionsgefédlle
(Beckmann Instruments GmbH, Minchen) wurden mit 30 pl 20 %ige (v/v)
Perchlorsaure und 65 pl Silikonsl der Dichte 1,04 g/cm® befullt. Um fir die spatere
Analyse ausreichend Probenmaterial zu erhalten, wurde zur Probenentnahme 3 x
100 pl Zellsuspension in je drei Beckmann-ReaktionsgefaRe Uberfiihrt. Durch
sofortige Zentrifugation fir 45 sec bei maximaler Geschwindigkeit (13750 rpm) in
der Microfuge E (Beckmann Instruments GmbH, Minchen) wurden die Zellen in
die Perchlorsdurephase Uberfiihrt, wahrend das zellfreie Medium aufgrund seiner
geringeren Dichte als Uberstand zuriick blieb. Die so erhaltenen Kulturiiberstande
wurden zur Quantifizierung der extrazelluldren Aminosaurekonzentration mittels
reversed phase HPLC direkt eingesetzt.

Um die intrazelluldre Aminosaurekonzentration bestimmen zu kénnen, mussten
die in der Perchlorsdure vorliegenden Zellen zunachst aufgeschlossen werden
(Hoischen & Kramer, 1989). Dies wurden durch eine 5 minitige Ultraschall-
behandlung (Branson, Heusenstamm) erreicht und der erhaltene Extrakt wurde
durch 25 pl KOH/1M Triethanolamin neutralisiert. Durch Zentrifugation fir 5 min
bei 4°C bei 13000 rpm (Kuhlzentrifuge, Sigma Company, St. Louis, USA) wurden
die Zelltrimmer sedimentiert. Die so erhaltenen Uberstédnde wurden wiederum zur
Aminosdurequantifizierung mittels reversed phase HPLC eingesetzt. Die Be-
rechnung der intrazelluldaren Aminosaurekonzentrationen erfolgte mit folgender

Formel:

.= (Cint, gem X 100) - (CeXX 0,0599 x OD600)

¢ 0.04 » ODeso

Cint: errechnete intrazellulare Aminosaurekonzentration [mM]
Cint,gem: g€messene intrazellulare Aminosaurekonzentration [mM]
Cox . gemessene extrazellulare Aminosaurekonzentration [mM]
ODgoo: Zelldichte wahrend der Kurzzeitfermentation
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Mit dieser Formel erfolgte die Berechnung der tatséchlichen intrazelluldren Kon-
zentration unter Berlcksichtigung (i) der bei der Aufarbeitung des Zellpellets
duchgefiihrten Verdiinnungsschritte (Cint, gem x 100), (ii) eines Korrekturfaktors, der
den Fehler einbezieht, der durch die Aminosdurekonzentration im an den Zellen
anhaftenden Medium bedingt ist (Cex x 0,0599 x ODggo) und (iii) des intrazellularen
Zellvolumens der eingesetzten Zellen (0,04 x ODggg). Dabei wurden zugrunde ge-
legt, dass eine ODggp von 1 einem Zelltrockengewicht von 0,3 mg ml” entspricht
(Gutmann, 1993) und das Zellvolumen in C. glutamicum 1,6 pl mg™' Tg (Zittrich &
Kramer, 1994) betragt.

5.3 Berechnungen zur Exportrate fiir L-Isoleucin, L-Leucin und L-Valin

Nach Zugabe des Dipeptides zu Kulturen der Kurzzeitfermentationen erfolgte eine
sofortige Erhéhung der intrazelluldren Aminosdurekonzentration, die beim Wildtyp
nach etwa 20 Minuten das Maximum erreicht hatte und Uber die Versuchsdauer
konstant blieb. Gleichzeitig erfolgte ein Anstieg der extrazellularen Aminosaure-
konzentration, der Gber einen Zeitraum von 70 min linear war. Daher wurde Uber
diesen Zeitraum die Steigung der extrazellularen Aminosaurekonzentration be-
stimmt. Dividiert durch das Trockengewicht der Kulturen ergab sich aus dieser
Steigung die Gesamteffluxrate (V). Da der Efflux verzweigtkettiger Aminosauren
in C. glutamicum durch aktiven Export, passiver Diffusion und entgegengerichteter
Aktivitdt des Aufnahmesystems BrnQ bedingt wird (Zittrich und Krémer, 1994,
Tauch et al., 1996), wurde der carriervermittelte aktive Export entsprechend

folgender Gleichung berechnet:
Vex = Veri - Kp * [@a]in + Vin

Die aktive Exportrate (Veyx) wird erhalten, wenn vom Gesamtefflux (Ver) die
Diffusionsrate (Kp ¢ [aa]in) subtrahiert und die durch das Aufnahmesystem vermit-
telte Aufnahmerate (Vi,) addiert wird. Die Aufnahmeraten (Vi) in C. glutamicum fur
die verzweigtkettigen Aminosauren wurden von Ebbighausen et al. (1989b) be-
stimmt und sind unter den gegebenen Testbedingungen aufgrund niedriger Ky-

Werte (5,4-9,5 pM) konstant (Tab. 5). Die Diffusionsraten wurden bestimmt, indem



28 Material und Methoden

der Mittelwert der internen Konzentrationen ([aa]in) mit der entprechenden in Tab.

5 angegebenen Diffusionskonstante (Kp) multipliziert wurden.

Tab. 5: Aufnahmeraten und Diffusionskonstanten verzweigtkettiger Aminosauren in
C. glutamicum.

L-Isoleucin L-Leucin L-Valin Referenz
Aufnahmerate Ebbighausen
. 4 1,1 0,94 1,3

nmol min”" mg "~ Tg et al., 1989b

. . Kramer, 1994
Diffusionskonstante .

4 4 0,13 0,13 0,09 Millner et al.,
MImin” mg ™~ Tg
1987

6 Biochemische Methoden

6.1 Native Proteinaufreinigung von 6 x Histidin-Fusionsproteinen mit Ni-

NTA-Affinitdatschromatographie

Die native Aufreinigung von Membranproteinen wurde in Anlehnung an Protokolle
von Guergova-Kuras et al. (1999) und Niebisch und Bott (2001) durchgefiihrt. Zur
Isolierung von Membranen von C. glutamicum wurden entsprechende Stdmme in
BHI-Medium kultiviert und in der exponentiellen Phase geerntet. Das ab-
zentrifugierte Zellpellet wurde mit Puffer R (100 mM Tris-HCI, 5§ mM MgCl,, pH 7,5;
50 mg/l DNase, 50 mg/ RNnase und eine Tablette des Proteaseinhibitor
Complete® pro 10 ml, Roche) gewaschen und in einer Verdinnung von 1 g Zellen/
4 ml Puffer R resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte in 12-15 Zyklen mit einer
40 K French Press Zelle (SLM Amicon) bei 207 MPa. Die Zelltrimmer wurden fiir
30 min bei 5000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand wurde bei 40000 rpm fiir
90 min zentrifugiert um die Membranen zu pelletieren. Das Membranpellet wurde
mit Puffer A (50 mM MOPS, 100 mM KCI, 25 % Glycerin; pH 7,8) gewaschen,
erneut abzentrifugiert und in 2 ml Puffer A resuspendiert.
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Um die 6 x Histidin-Fusionsproteine aufzureinigen wurde die Ni-NTA Affinitats-
Chromatographie verwendet. Hierbei bilden die sechs Histidinreste des Fusions-
proteins eine Chelatbindung mit Nickel und werden so an das S&ulenmaterial
(Nitrilotriacetat, NTA) gebunden (Porath ef al., 1975). Zur native Aufreinigung der
Membranproteine, wurde das Saulenmaterial von Qiagen verwendet. Die Solub-
ilisierung der Membranproteine erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von
Guergova-Kuras et al. (1999) bei 4 °C flur 45 min mit einer Endkonzentration von
1g Dodecylmaltosid (DDM)/ g Protein in Puffer A, wobei die Dodecyl-
maltosidlédsung tropfenweise zur sténdig gerihrten Proteinlésung hinzugegeben
wurde. Die Proteinlésung wurde mit Puffer A so verdiinnt, dass eine Konzentration
von 10 mg Protein pro ml Puffer A vorlag. Diese Suspension wurde auf eine Ni-
NTA-Agarose Saule von Qiagen, die zuvor mit Puffer B (50 mM MOPS, 10 mM
NaCl, 1 mM MgSO,, 20 % Glycerin, 10 mM Imidazol und 0,01 % DDM, pH 7,8)
equilibiert war, gegeben und die Sdule mit bis zu 33 Saulenvolumen Puffer B
gewaschen. Dabei wurde die Absorption bei 280 nm als Mald der Protein-
konzentration bestimmt, bis sie den Wert von 0,01 unterschritten hat.
AnschlieRend wurden die Proteine durch eine Erhéhung der Imidazolkonzentration
auf 200 mM mit Puffer B eluiert.

Ebenfalls unter nativen Bedingungen wurden Rohextrakte von E. coli hergestellt.
Dazu wurden die Zellen aus einer BHI-Kultur in der spaten exponentiellen Phase
geerntet, mit Puffer R gewaschen und anschlieRend in Puffer R resuspendiert.
Durch eine Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier W-250, Branson Power,
Danbury, USA) fur 5 min bei einer Ultraschallstufe von 2,5 und einem Pulsmodus
von 20% wurden die Zellen aufgeschlossen. Das Abzentrifugieren der Zelltrimmer
fir 20 min bei 13.000 rpm und alle weiteren Schritte erfolgten bei 4 °C. Um die
E. coli Membranen und die Iéslichen Proteine des Rohextraktes voneinander zu
trennen, wurde eine Ultrazentrifugation fir 70 min bei 50.000 rom durchgefihrt.
Das so erhaltene Membranpellet wurde in Puffer A resuspendiert und zur Protein-

und Western-Blot-Analyse eingesetzt.
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6.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Rohextrakten beruhte auf dem
Prinzip der Reduktion von Cu?" durch Proteine zu Cu'* und anschlieRender Kom-
plexierung der Cu'* lonen mit Bicinchoninsaure (BCA) zu einem bei 562 nm absor-
bierenden Farbkomplex (Smith et al., 1985). Die Analyse wurde mit dem BCA-Kit
(Pierce Chemical Company, USA) durchgefiihrt und als Standard wurden 10 ug,
25 g, 50 pg, 100 pg und 200 pg bovine serum albumine (BSA) eingesetzt.

6.3 Protein- und Western-Blot-Analyse

Die Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen mittels NuPAGE®
System (Invitrogen, Groningen) analysiert. Die Auftrennung erfolgte in 12 %igen
Bis-Tris Polyacrylamidgelen, wobei zur Probenvorbereitung ein vom Hersteller
mitgelieferter Lithium-dodecylsulfathaltige (LDS) Ladepuffer verwendet wurde. Um
im Bereich zwischen 6 und 30 kDa die gréf3te Auftrennung zu erzielen, wurde ein
MES-haltiger (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure) SDS-Laufpuffer verwendet
(50 mM MES, 50 mM Tris, 1% SDS, 1mM EDTA, pH 7,3). Zur Grélken-
abschatzung wurde der vorgefarbte Standard See Blue™ (14-200 kDa) von
Invitrogen verwendet. Die Proteine wurden mit Hilfe eines kolloidalen Coomassie-
Farbstoffes (GelCode® Blue Stain Reagent, Pierce) fiir eine Stunde direkt
angefarbt und der Uberschiissige Farbstoff durch dreimaliges Waschen fiir 1 h in
H.O entfernt. Alternativ erfolgt die Anfarbung nach Goérg etal. (1985) mit
Silbernitrat.

Zum Transfer der Proteine auf eine Membran wurde das XCell /I™ Blot Modul von
Invitrogen verwendet. Dazu wurde zunachst das Bis-Tris Gel mit den
aufgetrennten Proteinen in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin und 10-
20 % Ethanol) far 15 min equilibriert. AnschlieRend wurden die Proteine nach
Angaben des Herstellers fir 1h bei 30V mit Transferpuffer auf eine
Nitrocellulose- (Hybond-C, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) oder PVDF-
Membran (/mmobilon-P Membran, 0,45 um PorengréRe, Millipore, Eschborn)

geblottet. Die Blockierung freier Proteinbindestellen der Membran erfolgte ent-
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sprechend dem Detektionsprotokoll von Qiagen durch Inkubation mit 3 % BSA
(w/iv) in TBST-Puffer (0,5 M NaCl, 0,05 % Tween 20 (v/v) und 20 mM Tris-HCI
pH 7,5) fur 1 h. Die Detektion erfolgte anschlieBend wahlweise mit Anti-(His)s
Antikdérpern (Qiagen, Hilden) und sekunddrem Kaninchen-Anti-Maus-alkalische-
Phosphatase Antikérper (Pierce) oder direkt durch Ni-NTA-alkalische-Phospha-
tase-Konjugat (Qiagen, Hilden), wobei der Nachweis Uber die chromogene
Reaktion der alkalischen Phosphatase (AP) mit NBT/BCIP (Sigma-Aldrich) erfolgte
(Blake et al., 1984). Zur Grélkenabschatzung detektierter Proteine wurden der

6 x His Protein Standard (15-100 kDa) von Qiagen verwendet.

6.4 Analyse von Proteinen mittels MALDI-TOF-MS Analyse

Die Analyse von Proteinen erfolgte mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
modifiziert nach Schaffer et al. (2001) und wurde von Steffen Schaffer* durch-
geflihrt. Dazu wurden die mit kolloidalem Coomassie angefarbten Proteinbanden
aus Polyacrylamidgelen (NUPAGE) ausgeschnitten und zunéchst zweimal mit
0,1 M Ammoniumbicarbonat in 30 %igem (w/v) Acetonitrii gewaschen. Die so
erhaltenen Gelstlicke wurden in einer Vakuumzentrifuge komplett getrocknet und
anschlieBend in 3 mM Tris-HCI (pH 8,8) mit Trypsin rehydratisiert. Zum Verdau
der Proteine wurden die Proben Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Peptide wurde durch Zusatz von 30 % (v/v) Acetonitril und 0,1 % (v/v) Tri-
fluoressigsaure aus dem Gel eluiert. Ein Aliquot von 0,5 pl dieser Lésung wurde
mit 0,5 yl Matrixlésung (20 mg «o-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure in 1 ml 50 % (v/v)
Acetonitril, 0,25 % (v/v) Trifluoressigsaure) auf einer Tragerplatte vermischt. Die
anschlieBende Analyse erfolgte mit einem PerSeptive Biosystems Voyager-DE™
STR Massenspektrometer (PerSeptive Biosystems, Langen), wobei zur
Kalibrierung der Sequazyme Peptide Mass Standard Kit (Applied Bioscience,
Weiterstadt) verwendet wurde. Der Vergleich der monoisotopischen Peptidmassen
mit den theoretischen Massen einer Datenbank aller corynebakteriellen Peptiden,
wurde eine Zuordnung der Proteine ermdglicht. Dafiir wurde das Programm

Gpmaw (Version 4.0) verwendet.

* Arbeitsgruppe M. Bott, Institut fur Biotechnologie 1, Forschungszentrum Jiilich
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6.5 Bestimmung von pB-Galaktosidase Aktivitat

Zur Herstellung von Rohextrakten zwecks Messung der B-Galaktosidase Aktivitat
wurden Zellen von C. glutamicum in einem 1,5 ml Reaktionsgefall mit 0,25 g
Silikabeads (0,13-0,15 , BioSpec Products, Bartlesville, Oklahoma, USA) gemischt
und 4 x 15 sec in einem Amalgamator (Silamat, Vivadent) aufgeschlossen. Die
Zelltrimmer wurden bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand zur Messung der
Enzymaktivitat eingesetzt. Die -Galaktosidase-Aktivitat wurde nach Miller (1972)
kolorimetrisch bestimmt. Dabei wird vom Substrat ONPG (o-Nitrophenyl-§3-D-
Galactosid) durch die Galactosidase Aktivitdt das bei 420 nm absorbierende o-
Nitrophenol abgespalten. Die Berechnung der spezifischen Enzymaktivitét erfolgte

nach der folgenden Gleichung:

Volumen [ml] x A Extinktion
4.5 x Zeit [min] x ml Extrakt x Protein [mg/ml]

spezifische Aktivitat =
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lll. ERGEBNISSE

1 lIsolierung und Charakterisierung Peptid-sensitiver

Transposonmutanten

Da in C. glutamicum L-Isoleucin auch gegen einen Konzentrationsgradienten ins
Medium ausgeschieden wird (Ebbighausen ef al., 1989a), kann dies nur durch die
Anwesenheit eines aktiven Carriers erklért werden. Durch die biochemischen Ex-
perimente von Zittrich und Kramer (1994) war es dariiberhinaus mdglich, den
aktiven Isoleucinexport von der passiven Diffusion und der aktiven Aufnahme zu
unterscheiden. Versuche zur molekularen Identifizierung des Carriers mittels 2D-

Gelelektrophorese waren bisher erfolglos (T. Hermann, Dissertation, 1998).

Um das Gen des Isoleucinexportcarriers nun identifizieren zu kénnen, sollte
zunachst eine im Export defekte Mutante isoliert werden. Um ungerichtete
Mutanten zu erzeugen, wurde die Transposonmutagenese (Ankri et al., 1996) in
C. glutamicum eingesetzt, da hier durch eine geschickte Subklonierungsstrategie
mit anschlieBender Sequenzierung direkt der durch das Transposon

unterbrochene Genlocus identifiziert werden kann.

1.1 Screeningsystem auf Peptidsensitivitat

Um eine im Isoleucinexport defekte Mutante isolieren zu kénnen, musste ein ge-
eignetes Screeningsystem etabliert werden. Dabei wurde die Beobachtung zu
Grunde gelegt, dass das Wachstum einer im Lysinexport defekten Mutante
sensitiv gegenlber Lysin-haltigen Peptiden ist (Vrljic ef al. 1996). Ebenso zeigt
eine im Threoninexport defekte Mutante eine Wachstumsverzégerung in An-
wesenheit Threonin-haltiger Peptide. Daher wurde das Screeningsystem fir eine
im Isoleucinexport defekte Mutante unter Verwendung von Isoleucyl-Isoleucin
etabliert. Diese Vorgehensweise beruhte auf der Erkenntnis, dass C. glutamicum
dieses Dipeptid aufnehmen und intrazellulédr hydrolysieren kann, was zu einer Er-

héhung der intrazelluldren Isoleucinkonzentration fuhrt (Zittrich & Kramer, 1994).
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Um die ideale Dipeptidkonzentration zu ermitteln, bei der C. glutamicum 14752
bereits eine minimale Wachstumshemmung zeigt, wurde ein Plattentest durch-
gefihrt. Dazu wurden Agar-Platten mit CgXll-Minimalmedium hergestellt, die 1
bzw. 3 mM Isoleucyl-Isoleucin enthielten. Im Sektorenausstrich zeigte sich bei
3 mM Dipeptid ein leicht verschlechtertes Wachstum, wohingegen das Wachstum
in Anwesenheit von 1 mM Dipeptid vergleichbar mit dem der Kontrolle ohne Di-
peptid war. Da L-Isoleucin in C. glutamicum nicht metabolisiert werden kann, sollte
im Falle eines Exportdefektes bei 3 mM Isoleucyl-Isoleucin eine verstarkte interne
Akkumulation bis zu toxischen Konzentrationen von Isoleucin vorliegen, wodurch

die Wachstumshemmung verstarkt ausfallen sollte.

1.2 Transposonmutagenese und Isolierung Peptid-sensitiver Mutanten

Die Transposonmutagenese wurde in C. glutamicum 14752 mit dem Transposon
Tn5531 durchgefiihrt (Ankri et al., 1996). Dieses Transposon besteht aus einer
Kanamycinresistenzkasette, die an beiden Seiten von den Insertionselementen
IS 71207 flankiert wird. Das sonst Ubliche Wildtypisolat C. glutamicum 13032 konnte
nicht verwendet werden, da damit keine unspezifischen Integrationen erzeugt
werden koénnen (A. Burkovski, Universitat Kéln, persénliche Mitteilung).
Datenbankrecherchen der kirzlich veréffentlichten Genomsequenz von
C. glutamicum 13032 zeigten, dass das auf Tn5537 vorhandene Insertionselement
IS7207 im Chromosom vorliegt (Ax127151, Kyowa Hakko GmbH), wodurch eine
spezifische Integration vermutlich durch homologe Rekombination méglich ist und
dieser Stamm somit ungeeignet fir die ungerichtete Mutagenese mit diesem
Transposon ist. Daher wurde die Transposonmutagenese im Wildtypisolat
C. glutamicum 14752 durchgefihrt.

Nach Transformation von C. glutamicum 14752 mit dem Tn55371 tragenden Vektor
pCGL0O040 durch Elektroporation, wurden insgesamt ca. 2400 Transposon-
mutanten erhalten. Die Kolonien waren erwartungsgemal heterogen in ihrer
GréRRe und z.T. auch unterschiedlich gefarbt. Die ersten Kolonien zeigten sich
nach zwei Tagen, aber auch nach sechs Tagen erschienen noch weitere Klone.
Es wurden 1800 der erhaltenen Klone im Plattentest mittels Zahnstocheraustrich
auf Sensitivitat gegenuber 3 mM Isoleucyl-Isoleucin Uberprift, indem die einzelnen

Klone auf CgXll-Minimalmedium mit und ohne Dipeptid Ubertragen wurden. 124
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Klone zeigten eine leichte Wachstumshemmung in Anwesenheit des Dipeptides
im Vergleich zur Kontrolle ohne Peptid. In einem nachfolgenden Sektorenausstrich
wurden diese erneut auf Peptidsensitivitat tUberprift, wobei bei 10 Klonen das
reduzierte Wachstum in Anwesenheit des Peptides bestétigt werden konnte. Da
der Effekt der Peptidsensitivitdt im allgemeinen relativ schwach ausfiel, wurde der
Phanotyp von vier Klonen in Flussigkultur vergleichend mit 3 mM Isoleucyl-

Isoleucin bzw. ohne Peptid untersucht (Abb. 3).

100

3

10 4 - °
5 /

g 14 .

§ ./ /
] _A

0,1
1 v 1 o 1
0 10 20

Zeit [h]

Abb. 3: Wachstum Peptid-sensitiver Transposonmutanten im Vergleich zum Kon-
trollstamm C. glutamicum 14752/ pJC1 in CgXIl mit 4 % Glucose und mit (geschlos-
sene Symbole) oder ohne (offene Symbole) 3 mM Isoleucyl-lsoleucin: 14752/ pJC1
(@®); 14752Klon 1-8 (A) und 14752Klon 1-75 (@).

Drei der Transposonmutanten (Klon 1-25, Klon 1-75 und Klon 1-77) zeigten ein
nur leicht verzégertes Wachstum in Anwesenheit des Peptides, was exemplarisch
fur Klon 1-75 in Abb. 3 dargestellt ist. Das Wachstum der Klone 1-25 und 1-77 war
mit dem von Klon 1-75 vergleichbar. Eine der Transposonmutanten (Klon 1-8)
zeigte ein stark verzégertes Wachstum in Anwesenheit des Peptides. Ohne
Dipeptid wuchsen alle Transposonmutanten vergleichbar wie der Kontrollstamm
C. glutamicum 14752/ pJC1. Bei allen vier Klonen war demnach méglich, dass sie
eine durch Tn5537 verursachte Disruption im Gen des potentiellen Isoleucin-

exportergens tragen.
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1.3 Identifizierung des Insertionsortes des Transposons Peptid-sensitiver

Mutanten

Um zu ermitteln, welches Gen durch das Transposon Tn5537 unterbrochen war,
multe der Insertionsort kloniert und ansequenziert werden.

Dazu wurde zunéachst die chromosomale DNA der vier Mutanten isoliert. Um das
Transposon-tragende DNA-Fragment zu erhalten, wurde die chromosomale DNA
mit bestimmten Restriktionsenzymen verdaut. Dabei wurde EcoRIl verwendet, um
den DNA-Bereich stromaufwérts der Integrationsstelle zusammen mit der
Kanamycinresistenzkasette zu erhalten (Abb. 4). Xbal, bzw. Psfl wurde ver-

wendet, um das stromabwarts liegende Fragment zu erhalten.

Xbal Xbal-Primer » Xbal
: Pstl
5 151207 aphA-3 i 151207

I:I. ——— ' :
EcoRl <« EcoRI-Primer EcoRl

Abb. 4: Prinzip der Klonierung des Insertionsortes von Tn5531. In der Mitte ist der
Transposonisertionsort einer Mutante gezeigt. Durch Restriktion der chrom-
osomalen DNA mit EcoRI wird ein Fragment stromaufwarts der Insertionsstelle
zusammen mit dem Kanamycinresistenzgen (aph-3) und dem Insertionselement
1IS71207 erhalten, durch Restriktion mit Xbal (oder Psfl) wird entsprechend das
stromabwairtsgelegene Gen erhalten.

So konnten bei der Klonierung der Fragmente in die entsprechende Restriktions-
schnittstelle des Klonierungsvektors pUC18 durch Selektion auf Kanamycin-
resistenz, Plasmide mit Fragmenten erhalten werden, die den Teil des
Transposons mit dem angrenzenden DNA-Bereich enthielten. Ein Uberblick tiber
die klonierten Fragmente ist in Tab. 6 gegeben.

Die Inserts der so erhaltenen Plasmide wurden mit innerhalb von Tn5537 an-
lagernden Primern ansequenziert. Fur den stromaufwérts liegenden Bereich

wurde der EcoRI-Primer verwendet, fir den stromabwaérts liegenden DNA-Bereich



Ergebnisse 37

der Xbal-Primer. Im Falle der Klone 1-8 und 1-77 gelang es von beiden Seiten die
Sequenzen des Transposoninsertionsortes zu erhalten. Diese wurde mit dem
Programm Clone Manager fusioniert und alle Sequenzen anschlieflend auf
mdgliche offene Leserahmen untersucht. Die erhaltenen Sequenzen wurden dann
mit dem im Internet zur Verfiigung stehenden Programm BLASTX (Altschul et al.,
1997) auf mdgliche verwandte Proteine anderer Organismen untersucht. Die
Ergebnisse der Datenbankanalysen und der Uberblick {iber die Klonierung sind in

Tab. 6 zusammengefasst.

Tab. 6: Charakterisierung der Peptid-sensitiven Mutanten mit einem Uberblick iiber
die Klonierungen und Identifizierung der Transposoninsertionsorte.

Mutante Klonierung® Wachstums- Identifizierung des Transposon-
EcoRI Xball raten® insertionsortes
Pstl [h"]
Klon 1-8 v 4 0,09 abgeleitetes Protein zeigt zu 28 %

Identitaten zu dem putativen
Transporter AzIC aus B. subtilis

Klon 1-25 v - 0,20 abgeleitetes Protein zeigt zu 28 %
Identitdten zu dem putativen Ham-
Transporter HtaA aus C. ulcerans

Klon 1-75 - v 0,24 abgeleitetes Protein zeigt ab 60 bp zu
62 % ldentitdaten zu einer putativen
Magnesium Chelatase Untereinheit
(Chll) aus M. tuberculosis

Klon 1-77 4 v 0,25 die Nukleotidsequenz zeigt zu 97 %
Identitat zum stromabwarts gelegenen
Bereich des Chloramphenicol-
transporters Cmr aus C. glutamicum,
Jager ef al. (1997)

? Wachstumsraten in Anwesenheit von 3 mM Isoleucyl-Isoleucin, der Kontrollstamm
C. glutamicum 14752 zeigte eine Wachstumsrate von 0,29 h™.
® Eine erfolgreiche Klonierung ist durch ein Hiakchen markiert.
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1.4 Untersuchungen der Transposonmutanten

Wie bereits beschrieben, zeigten drei der Transposonmutanten eine zwar leichte,
aber deutliche Peptidsensitivitat. Dies wird durch den Vergleich der Wachstums-
raten in Anwesenheit von 3 mM Isoleucyl-Isoleucin mit dem Kontrollstamm
deutlich (Tab. 6). Um Hinweise zu bekommen, wodurch die Peptidsensitivitat
bedingt sein kénnte, wurde eine Charakterisierung der Transposonmutanten
vorgenommen. Dazu wurden weitere phanotypische Untersuchungen durchgefihrt
und dariberhinaus wurde versucht, die identifizierten DNA-Bereiche gezielt zu

inaktivieren.

Die Datenbankanalyse der abgeleiteten Aminosduresequenz des in Klon 1-75
unterbrochenen DNA-Bereichs ergab 60 bp stromaufwarts starke Homologien zum
Genprodukt einer putativen Mg?*-Chelatase Untereinheit. Die Sequenz ist in der
Datenbank unter der Zugangsnummer AF454055 hinterlegt. Da hier eine Unter-
brechung in dem méglichen Promotorbereich des Gens vorliegt, kommt es
moéglicherweise zu dessen veringerter Expression. Die Identitdten wurden zu ver-
schiedenen Organismen festgestellt, beispielsweise zu Mg?*-Chelatase Unter-
einheiten Chll (bzw. Bchl) und ChID aus phototrophen Bakterien (Xiong et al.,
1998). Auch M. tuberculosis besitzt das Gen der moglichen Mg?*-Chelatase
Untereinheit, dessen Protein zu 62 % identisch mit dem aus C. glutamicum ist. Es
wurde festgestellt, dass bei E. coli eine veranderte Lipidzusammensetzung der
Membran in erhéhtem Bedarf an zweiwertigen lonen resultiert (DeChavigny et al.,
1991). Daher kann spekuliert werden, dass ein noch unverstandener Zusammen-
hang zwischen diesem Enzym und der Zellwandsynthese in C. glutamicum be-
steht. Es wurde deswegen Uberpriift, ob der Peptid-sensitive Phanotyp von Klon1-
75 durch die Zugabe von zweiwertigen lonen komplementiert werden kann (Abb.
5).
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Abb. 5: Untersuchung zur erhéhten Bediirftigkeit von C. glutamicum 14752Klon1-75
in Anwesenheit von Isoleucyl-lsoleucin fiir zweiwertige lonen. Das Wachstum in
CgXll-Minimalmedium ist durch Rauten dargestelit (), CgXll mit 3 mM Dipeptid
durch Punkte (®) und CgXIl mit 3 mM Dipeptid und 5 mM CaCl, durch Dreiecke (A).

Aus Abb. 5 ist ersichtlich, dass die Peptidsensitivitdt nicht durch die Zugabe von
CaCl, aufgehoben wird, sondern im Gegenteil das VWachstum eher noch
schlechter ist. Die entsprechenden Wachstumsraten des Stammes C. glutamicum
14752 Klon 1-75 betragen in CgXlI-Minimalmedium 0,36 h™, unter Zugabe von
3 mM lIsoleucyl-Isoleucin 0,23 h™' und bei Zugabe von 3 mM lIsoleucyl-Isoleucin
plus 5 mM CaCl, 0,21h™". Ahnliches wurde in Wachstumsexperimenten unter Zu-
gabe von 20 mM MgCl, beobachtet, wobei hier eine spezifische Hemmung durch
MgCl; in einem separaten Experiment ausgeschlossen werden konnte (Daten
nicht gezeigt).

Mit dem Versuchsziel, das Gen der putativen Mg?*-Chelatase chll zu inaktivieren,
wurde mit Primer p1-75Xbafor und p1-75Xbarev ein ca. 250 Nukleotide (nt)
grofdes internes Fragment von chll amplifiziert und in die Smal Schnittstelle von
pK18mob kloniert. Durch konjugativen Transfer nach C. glutamicum 13032 wurde

in mehreren Ansatzen versucht, Integrationsmutanten herzustellen, wobei ins-
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gesamt 53 potentielle Integranten entstanden sind. Diese wurden in PCR-
Analysen mit der aus der Insertorientierung abgeleiteten Primerkombination RSP
und p1-750ut untersucht. In keinem Fall konnte aber mit diesem vektoriellen und
dem chromosomalen Primer ein Fragment amplifiziert werden, was nahe legt,
dass pK18mob1-75 an einer anderen Stelle im Genom inseriert war. Da es
offensichtlich nicht mdéglich war, eine Inaktivierungsmutante des chll Gens
herzustellen und da in der Transposonmutante die Integration im mutmafRlichen
Promotorbereich stattfand, ist es méglich, dass dem Genprodukt eine essentielle
Bedeutung zukommt. Die Vergleiche der Nukleotidsequenz mit der kirzlich
verdffentlichten Sequenz von C. glutamicum 13032 (Kyowa Hakko, AX127150)
zeigen in diesem DNA Bereich eine 100 %ige Ubereinstimmung mit der von

C. glutamicum 14752, was auf eine starke Konservierung hindeutet.

Bei Klon 1-25 war Tn5537 in ein Gen inseriert, dessen Genprodukt 28 %ige
Identitat zu einem putativen Ham-Transporter (HtaA) aus C. ulcerans zeigte. Die
Sequenz ist in der Datenbank unter der Zugangsnummer AF454054 hinterlegt. Zur
Konstruktion eines Inaktivierungsvektors sollte durch eine PCR ein internes
Fragment des putativen hfaA-Gens amplifiziert werden, um nachfolgend in den
Integrationsvektor pK18mob kloniert zu werden. Dabei gelang es jedoch nicht, mit
den Primern p1-25for und p1-25rev das gewilinschte Fragment zu erhalten.
Sequenzvergleiche der aus C. glutamicum 14752 erhaltenen Nukleotidsequenz
mit den kirzlich veréffentlichten Genomdaten von C. glutamicum 13032 (Kyowa
Hakko Co., AX127144) =zeigten in diesem DNA-Bereich lediglich eine
Ubereinstimmung bei 517 nt von 579 nt, was eine Abweichung von ca. 10 %
bedeutet. Da auch 5 nt des benutzten Primers p1-25for nicht mit der Sequenz von
C. glutamicum 13032 Ubereinstimmten, konnte vermutlich wegen nicht erfolgter

Hybridisierung kein Fragment erhalten werden.

Die Integration von Tn5537 bei Klon 1-77 war in einem intergenischen Bereich
zwischen den beiden Genen cmr (Chloramphenicol resistenz) und clpB (Protease)
(Jager et al., 1997) erfolgt. In diesem Bereich befinden sich zuséatzlich zwei offene
Leserahmen, die fir ca. 130 Aminosauren grofde Proteine kodieren kénnten. Das
Transposon erzeugte hier bedingt durch den Integrationsmechanismus eine

direkte Sequenzwiederholung von 8 bp stromaufwérts und 8 bp stromabwarts der
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Integrationsstelle, deren Basenabfolge 5°-[cCT aaa AC]-3" lautet. Von den 863
vorliegenden Nukleotiden dieses Bereiches sind 848 identisch mit der
Genomsequenze von C. glutamicum 13032 (Kyowa Hakko Co. AX127154), was
einer Abweichung von 1,7 % der beiden Wildtypisolate bedeutet. Hier wurde
versucht, den gesamten intergenischen DNA-Bereich mit p1-77for und p1-77rev
zu amplifizieren, wobei allerdings kein Fragment in der PCR erhalten wurde. Wie
sich jetzt herausgestellt hat, ist der Primer p-77rev anhand einer vorlaufigen
Genomsequenz, die von Degussa zur Verfliigung gestellt wurde, ausgewahlt

worden, die aber nicht der tatsachlichen entspricht.

Bei Klon 1-8 war das Transposon in ein Gen inseriert, dessen abgeleitete Amino-
sauresequenz zu 28 % ldentitat zu AzIC aus B. subtilis aufwies (Belitsky ef al.,
1997). Da dieses Protein einen Anteil von mehr als 50 % hydrophober
Aminosdauren in der Sequenz aufweist, konnte es sich hier um ein Membranprotein
und damit um den gesuchten Isoleucinexporter handeln. Um zu untersuchen, ob in
dieser Mutante ein Einfluss auf den Export von lIsoleucin vorliegt, wurde ein
Kurzzeitexperiment durchgefihrt. Dazu wurden aus Cglll-Vorkulturen 10 ml CgXIlI-
Hauptkulturen mit einer ODggp von 8 angeimpft und die Ansatze fir 120 min bei
30°C inkubiert. Zum Zeitpunkt t=0 wurde 1 mM Isoleucyl-Isoleucin zugegeben und
alle 10 Minuten Proben abgenommen. Diese wurden zur Silikonélzentrifugation
eingesetzt, um die intrazelluldre und extrazelluldre Aminosdurekonzentration
bestimmen zu kénnen. Die Ergebnisse der Analyse von Klon 1-8 im Vergleich zu
C. glutamicum 14752/ pJC1 ergab folgendes Bild (Abb. 6).
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Abb. 6: Kurzzeitfermentation in CgXll-Medium mit Zugabe von 1 mM Isoleucyl-lso-
leucin bei t=0. Aufgetragen ist die externe (linke Achse, durchgezogene Linien)
sowie die interne (rechte Achse, gestrichelte Linien) Isoleucinkonzentration gegen
die Zeit bei einer Kultivierung fiir 120 min von C. glutamicum 14752/ pJC1 (@),
sowie C. glutamicum 14752 Klon1-8 (A).

Es zeigte sich bei Klon 1-8 eine verstarkte interne Isoleucinakkumulation nach Zu-
gabe des Dipeptides. Die fast identisch verlaufende Zunahme der externen Kon-
zentration scheint zunachst Gberraschend. Da Isoleucin jedoch eine sehr hydro-
phobe Aminosaure ist und damit die Diffusion einen erheblichen Anteil am Efflux
hat (Zittrich & Krémer, 1994), wird bei steigender interner Konzentration auch eine
gesteigerte Diffusionsrate verursacht. Die Transposonmutante Klon 1-8 ist
offensichtlich nicht in der Lage, durch den Export von Isoleucin die interne Ak-
kumulation zu reduzieren. In diesem Fall erfolgt der erhéhte Efflux durch erhdhte
Diffusion. Auch wenn in diesem Experiment keine Quantifizierung der Exportrate
erfolgte, deutete das Ergebnis bereits stark daraufhin, dass in Klon 1-8 der aktive
Export von Isoleucin stark beeintrachtigt ist, was héchstwahrscheinlich durch die

Inaktivierung des Isoleucinexportcarriers bedingt war.
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2 Untersuchungen zum Export verzweigtkettiger Aminosauren

2.1 Isolierung des brnFEIrp Genclusters aus C. glutamicum 13032 und

Sequenzvergleich

Um weitere Arbeiten mit dem in Klon 1-8 identifizieten Genort durchzufiihren,
musste zunachst die komplette Sequenz erhalten werden. Dazu wurden die
Inserts der bei der Klonierung der Insertionsorte hergestellten Plasmide
pUCKIon1-8EcoRI und pUCKIon1-8Pstl weiter sequenziert. Durch Verwendung
der Sequenzierungsprimer 810-51 F1/F2 wurde der Bereich stromaufwarts und mit
810-79-F1 stromabwaérts des Transposoninsertionsortes aus C. glutamicum 14752
erhalten. Die Analyse des DNA-Bereichs mit dem Programm Clone Manager er-
gab das Vorliegen von drei offenen Leserahmen. Wie schon das Genprodukt des
durch Tn5537 unterbrochenen Genes, zeigte das Protein des stromabwarts-
gelegenen offenen Leserahmens Uber 50 % hydrophobe Aminosduren. Das
stromaufwarts gelegene dritte Gen liegt in divergenter Orientierung und kodiert fr
einen mutmalflichen Regulator. Durch Tn5537 war in diesem Fall eine direkte
Sequenzwiederholung von 8 bp erzeugt worden, deren Basenabfolge 5°-[ACT
TAT CT]-3" lautet.

Um das gesamte Gencluster auch aus C. glutamicum 13032 isolieren zu kénnen,
wurde mit den Primern brnE-lower und Irp-upper ein ca. 1,8 kb grofdes Fragment
mittels PCR amplifiziert und in die Smal-site von pUC18 kloniert. Die Sequenz
wurde doppelstrangig mit den in Tab. 19 angegebenen Primern bestimmt. Sie ist
in der Datenbank unter der Accessionnummer AF454053 hinterlegt. Vergleiche
der Nukleotidsequenz beider Wildtypisolate ergaben eine Abweichung von 13 nt
von 1659, was einer Abweichung von 0,8 % entspricht. Die abgeleiteten Protein-
sequenzen zeigen im Fall des putativen Regulators und des kleineren
hydrophoben Proteins keine Abweichung, sondern eine vdllig identische Peptid-
sequenz. Jedoch sind Unterschiede im N-terminalen Bereich des zu AzIC
homologen Proteins zu verzeichnen, wobei in C. glutamicum 14752 an zwei
Positionen ein Glycinrest statt einer negativ geladenen Aminosaure vorliegt

(E21—G und D23—G). Da bei C. glutamicum 14752 unter Zugabe von Isoleucyl-
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Isoleucin Export von Isoleucin beobachtet wurde, ist zu schliessen, dass es sich
bei diesen Aminosauren nicht um fur die Funktion wichtige Reste handelt (Abb. 6).
Das durch Tn5531 direkt inaktivierte Gen ist in C. glutamicum 13032 756 nt grof3
und kodiert fiir ein hydrophobes Protein von 27.300 Da (Abb. 7).

; AbMEF ——— —

pJC1bmFE — i
arsR L bmE bmF Pl gp
354 bp 318bp i 324bp 753 bp fi453bp

1 993 2652
Pro1 Pro2

/ .35 -10 1

CACACTACAATCATCACACAATTGCCGGGTAGTTTTGTTGCCAGTTTGCGCACCTCAACTAGGCTATTGTGCAATATATG
brnF GTGTGATGTTAGTAGTGTGTTAACGGCCCATCAAAACAACGGTCARACGCGTGGAGT TGATCCGATAARCACGTTATATAC

brnE TTCATTACTGACGTGTATGACGCTGTTGTTICCTCTTATGTCCTCTTTAGTCAARCAGTA

+1 -10

Abb. 7: Uberblick iiber den brnF-brnE-Irp Gencluster aus C. glutamicum. Die
dickeren Pfeile markieren die Gene, wobei stromabwarts von brnE ein
hypothetisches Gen und das Gen eines an der Arsenresistenz beteiligten
Regulators (arsR) lokalisiert sind. Uber der Genanordnung sind zwei Fragmente in
Form von schwarzen Balken dargestellt, die zur Plasmidkonstruktion zur
Uberexpression von brnFE und zur Inaktivierung des Irp-Gens verwendet wurden.
Der weiBe Balken markiert den Bereich, der in der brnFE-Deletionsmutante deletiert
wurde. Die schwarzen Balken unterhalb der Gene, die mit Pro1 und Pro2 beschriftet
sind, markieren Fragmente, die in Primer-Extension Experimenten von Mirek Patek®
auf Promotoraktivitit untersucht wurden. Die angegebenen Sequenzen unter den
Promotorfragmenten zeigen die mit +1 beschrifteten identifizierten Transkriptions-
starts der Gene, sowie deren -10 und -35 Regionen (Kennerknecht ef al., 2002). Die
Startcodons von brnF und Irp sind fett gedruckt. Durch das klonierte Pro1-
Fragment wird zwar ein brnE-Transkript erhalten, da das mégliche Startcodon aber
erst 119 nt stromabwiérts des Transkriptionsstartes liegt, tragt dieses Transkript
wahrscheinlich nicht zur Peptidbildung bei.

® Institute of Microbiology, Acadamy of Sciences, Prague, Czech Republik
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Es Uberlappt um vier Nukleotide mit einem stromabwarts gelegenen Gen von 327
nt, dessen 11.500 Da Protein |dentitdten zu AzID aus B. subtilis zeigt. Bei dieser
Uberlappung 5°-[ATGA]-3" sind zwei Nukleotide (5"-[TG]-3") sowohl Teil des Stopp-
codons, als auch des Startcodons des nachfolgenden Gens. Diese Situation wird
haufig bei in Operons transkribierten Genen beobachtet (Normark et al., 1983). Im
Einklang mit den nachfolgend durchgefiihrten Analysen wurden die Gene brnF
und brnE far branched chain amino acid exporter benannt (Abb. 7). Beide Proteine
zeigen begrenzte Bereiche hoher Hydrophobizitat, welche auf Transmembran-
helices hindeuten. In divergenter Orientierung stromaufwarts von brnf ist das Gen
eines putativen Regulators lokalisiert, dessen abgeleitete Proteinsequenz zu 37 %
mit Lrp (Leucine responsive regulatory protein) aus E. coli identisch ist (Haney et
al., 1993).

2.2 Stammkonstruktionen und Untersuchungen zur Funktion des brnFEirp

Genclusters in C. glutamicum

Um eine weitere Charakterisierung der durch bmF, brmE und Irp kodierten
Proteine durchfiihren zu kénnen, wurden Stdmme konstruiert, in denen die Gene
deletiert bzw. inaktiviert waren. Um ein Deletionskonstrukt fir die gemeinsame
Deletion von brnF und brnE herzustellen, wurde die Methode der cross-over PCR
nach Link et al. (1997) verwendet. Da bei dieser Methode der Leserahmen des zu
deletierenden Gens erhalten bleibt (in-frame-Deletion), wird garantiert, dass strom-
abwérts gelegene, in einem mdglichen Operon transkribierte Gene weiter
exprimiert werden kénnen. Zur Konstruktion des AbrnFE-Fragmentes wurde in
einer ersten PCR ein stromabwiérts liegender DNA-Bereich von 560 bp (mit Primer
A und Primer B, Anhang, Tab. 19) und ein stromaufwérts liegender DNA-Bereich
von 330 bp (mit Primer C und Primer D) getrennt amplifiziert. In der zweiten PCR
wurden die PCR-Produkte der ersten PCR als template eingesetzt und durch den
Einsatz der beiden &auReren Primer A und Primer D das Deletionsfragment
amplifiziert. Dabei erfolgt die Anlagerung der beiden PCR-Fragmente (ber eine 21
nt lange, komplementaren linker-Sequenz, die durch die inneren Primer (Primer B

und Primer C) eingefiigt worden war. Nach Restriktion der Gber die PCR-Primer
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eingeflgten Schnittstellen EcoRl und Xbal wurde das erhaltene Fragment
gerichtet in die multiple Klonierungsstelle des Integrationsvektors pK19mobsacB
kloniert. Die Sequenz im Insert des resultierenden Vektors pK19mobsacBAbrFE
wurde durch Sequenzierung bestatigt. Zur Integration des Vektors wurde
pK19mobsacBAbrmFE in C. glutamicum 13032 durch Elektroporation mit an-
schlieBendem Hitzeschock eingebracht, wobei nach Selektion auf Kanamycin-
resistenz ein Klon erhalten wurde, der die durch den Vektor vermittelte
Saccharosesensitivitdt aufwies. Durch Kultivierung dieses Klons ohne den Zusatz
von Kanamycin und Saccharose, wurde durch eine zweiten Rekombination die
Ausgliederung des Vektors erméglicht. Das Vorliegen der gewlinschten Deletion
wurde durch PCR von 10 Klonen mit den entsprechenden Kontrollprimern Delta-

brnFE-Kontr und Irp-upper bei drei Klonen nachgewiesen (Abb. 8).

kb

3,7
2,3
1,9

1,4
1,3

0,7

Abb. 8: PCR-Analyse auf Deletion von brnFE in C. glutamicum: durch ein 2 %iges
Agarosegel-Foto wurde die brnFE-Deletion mit auBerhalb des Konstruktes
liegenden Primern Irp-upper und Delta-brnFE-Kontr nachgewiesen. In Spur 1 ist der
A-Standard BstEll-verdaut, in Spur 2 die PCR mit dem Wildtyp und in Spur drei die
PCR mit der Deletionsmutante aufgetragen. Es wurde im Wildtyp eine Fragment-
gréBRe von 2,5 kb und in der Deletionsmutante 1,6 kb erwartet.
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Dariiberhinaus wurde die Deletion des weiter verwendeten Klons mit einer
Southern Blot Analyse bestatigt (Abb. 42, siehe Anhang). Da die Deletion der
Gene ohne Probleme méglich war, handelt es sich bei brnF und brmE offenbar
nicht um essentielle Gene.

Um brnFE sowohl gemeinsam, als auch getrennt Uberzuexprimieren, wurden die
Gene durch PCR amplifiziert und anschlieRend in den multi-copy Vektor pJC1
oder pZ1 kloniert (Cremer ef al., 1991). Zur gemeinsamen Klonierung von brnfF mit
brnE wurde mit den Primern upper-brnFE und lower-brnFE ein ca. 1,3 kb groRes
Fragment amplifiziert und tGber Xbal-Schnittstellen in das multi-copy Plasmid pJC1
kloniert. Zur Klonierung der Einzelgene wurde unter Verwendung des selben
upper Primers mit lower-brmF ein ca. 1 kb groRes brnF Fragment amplifiziert und
in die Xbal-site von pJC1 kloniert. Das brnE-Gen wurde mit brnE-upper und brnE-
lower amplifiziert und zunachst in die Smal-site von pUC18 kloniert. Aus diesem
Vektor wurde brmE als EcoRI/ Xbal Fragment isoliert und nach Aufflllen der
Enden in die Scal-site von pZ1 kloniert. Zur Uberexpression wurden die Plasmide

in C. glutamicum 13032 oder C. glutamicum 13032AbrnFE eingebracht.

Die so hergestellten Stdmme mit verschiedener Kopienzahl von brmF und brnE
wurden zunachst in Wachstumsexperimenten charakterisiert. Dazu wurden die
Stamme in CgXll-Minimalmedium parallel mit und ohne Zugabe von Isoleucyl-
Isoleucin kultiviert. In den Wachstumsversuchen zeigte sich, dass das Wachstum
der brnFE-Deletionsmutante in Flussigkultur mit dem des Wildtyps ohne Zugabe
des Peptides vergleichbar war (Abb. 9A). Die Funktion von brmFE ist unter den
verwendeten Kulturbedingungen demnach nicht essentiell. Durch Einbringen von
pJC1bmFE in die brnFE-Deletionsmutante, konnte der Peptid-resistente Phanotyp
des Wildtyps wieder erhalten werden. Diese Komplementation konnte aber nicht
erreicht werden, wenn die Gene einzeln (pJC1brmnF oder pZ1bmE) in die
Deletionsmutante eingebracht worden waren (Abb. 9B). Dies ist ein weiterer

Hinweis darauf, dass beide Genprodukte an der Dipeptidresistenz beteiligt sind.
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Abb. 9: Untersuchung zur Peptidsensitivitit bei Stimmen mit verschiedener
Expression von brnF und brnE in C. glutamicum durch Wachstumsexperimente. Die
Kultivierung erfolgte mit (geschlossene Symbole) und ohne (offene Symbole) 5 mM
Isoleucyl-Isoleucin in CgXll mit 4 % Glucose und die optische Dichte bei 600 nm
aufgetragen. Folgende Stamme wurden in A kultiviert: 13032/ pZ1(#), 13032AbrnFE/
pJC1(A), 13032AbrnFE! pJC1brnFE (®). in B: 13032AbrnFE/ pJC1 (A),13032AbrnFE/
pJC1brnF (V),13032AbrnFEl pJC1brnE (M).
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Da in B. subtilis die Deletion der zu brnFE homologen Gene, az/CD die Azaleucin-
resistenz verhindert (Belitsky et al., 1997), wurden die rekombinanten Stdamme auf
ihr Verhalten gegeniber Azaleucin Uberpriift. Dazu wurde C. glutamicum 13032/
pZ1, 13032/ pJC1brmFE und 13032AbmFE/ pJC1 in CgXll-Medium mit und zur
Kontrolle ohne 0,5 mM Azaleucin kultiviert. Obwohl die Wachstumsrate des Wild-
typs bereits bei dieser Konzentration von 0,35 h™ auf 0,15 h™ reduziert war,
beeinfluRte weder die Deletion noch die Uberexpression von brFE das Wachs-
tum in Anwesenheit von Azaleucin (siehe auch Tab. 16, Kap. 3). Dies lat ver-

muten, dass Azaleucin anders als in B. subtilis kein Substrat von BrnFE ist.

2.3 Quantifizierung von Isoleucin-Exportraten in C. glutamicum bei

unterschiedlicher Expression von brnFE

Um die funktionelle Analyse der durch brnFE kodierten Proteine durchzufiihren,
wurden Exportraten in Anwesenheit von Isoleucyl-Isoleucin gemessen. Bereits in
den Arbeiten von Zittrich and Kramer (1994) wurde gezeigt, dass die Zugabe
dieses Peptides zu einem erhéhten und Uber kurze Zeit konstanten, intrazellularen
Spiegel von L-Isoleucin fuhrt. Die cytoplasmatische Isoleucinkonzentration wird
durch die Aufnahmerate des Dipeptides (Zittrich & Kramer, 1994), sowie dessen
Hydrolyse und dem Efflux von Isoleucin bestimmt. Dabei setzt sich der
Gesamtefflux aus dem aktiven Export, der passiven Diffusion, sowie der ent-

gegengerichteten aktiven Aufnahme zusammen.

Zur Bestimmung der Exportrate wurde eine Kurzzeitfermentation Gber 70 min in
Minimalmedium MMI (Hermann & Kramer, 1996; Kennerknecht et al., 2002) mit
Zugabe von Isoleucyl-Isoleucin zum Zeitpunkt t=0 durchgefihrt.

Nach Zugabe von 3 mM Isoleucyl-Isoleucin wurde eine erhéhte interne Isoleucin-
konzentration bis 23 mM im Stamm 13032/ pJC1brmFE, bis 45 mM in 13032/ pZ1
und bis zu 87 mM im Deletionsstamm 13032AbrnFE/ pJC1 festgestellt (Abb. 10,
Tab. 7). Ohne Zugabe von Peptid wird in C. glutamicum unter identischen Be-
dingungen eine interne Isoleucinkonzentration von 2 mM nicht Uberschritten
(Daten nicht gezeigt). Aus der Zunahme der extrazellularen Isoleucinkonzentration

dividiert durch das Trockengewicht der Kultur, wird die Effluxrate flr Isoleucin
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erhalten. Uberraschenderweise ist der Gesamtefflux in allen Stdmmen fast
identisch, was durch den vergleichbaren Anstieg der extrazelluldren Isoleucin-
konzentration in Abb. 10 deutlich wird. Diese Beobachtung ist jedoch die Folge der
starken Diffusion von L-Isoleucin (Zittrich & Kramer, 1994), die betrachtlich zum
Gesamtefflux beitragt. Diese Carrier-unabhangige Komponente des Flusses wird
lediglich durch den Konzentrationsgradienten von Isoleucin Uber die Membran

bestimmt und ist somit bei hohen internen Konzentrationen verstarkt.
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Abb. 10: Interne (offene Symbole) und externe Isoleucinkonzentration (geschlos-
sene Symbole) von 13032/ pZ1 (#), 13032AbrnFE/ pJC1 (A) und 13032/ pJC1brnFE
(m). nach Zugabe von 3 mM Isoleucyl-Isoleucin.

So betragt die Diffusionsrate, unter Zuhilfenahme der bekannten Diffusions-
konstante von 0,13 pl min" mg” (Zittrich & Kramer, 1994), bei einer internen
Konzentration von 76 mM 9,8 nmol min™ mg'1. Bei der geringeren Konzentration
von 25 mM im Uberexprimierer betragt diese aber lediglich 3,2 nmol min™ mg™.
Die dem Isoleucinefflux entgegenwirkende Aufnahmerate besitzt einen Ky-VWert
fir Isoleucin von 5,4 uM und erreicht damit unter den Testbedingungen die
maximale Geschwindigkeit vmax von 1,1 nmol min' mg™" (Ebbighausen et al.,
1989b; Tauch et al., 1997). Demzufolge ergibt sich die aktive Exportrate aus der
Differenz des Gesamtefflux und der Diffusion, zuziglich der Aufnahmerate. Eine

Beispielrechnung flir das in Abb. 10 dargestellte Experiment ist in Tab. 7 auf-
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gefuhrt. Durch Anwendung dieser Berechnung wird in diesem Experiment eine
aktive Exportrate von 6,6 nmol min”’ mg” fur den Uberexprimierer und 0,1
nmol min" mg"' fur die Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp von 3,9

erhalten.

Tab. 7: Darstellung der einzelnen Parameter zur Berechnung der aktiven
Exportrate von L-Isoleucin in C. glutamicum.

Stamm Effluxrate® Diffusionsrate® Aufnahmerate® | Exportrate®
[eli.” (mM) [lle];, x Kp®

Wildtyp 7,7 38 4,9 1,1 3,9

13032AbrnFE/ 8,8 76 9,8 1,1 0.1

pJC1

13032/ 8,7 25 3,2 1,1 6,6

pJC1brnFE

* Alle Raten sind in nmol min” mg™ Tg angegben.
® [lle];, gibt die mittlere interne Isoleucinkonzentration an.

¢ Die Diffusionsrate wird durch Multiplikation der internen Isoleucinkonzentration mit der
Diffusionskonstante Kp=0,13 pl min” mg'1 Tg berechnet.

Um zu verdeutlichen, wie stark der Anteil der passiven Diffusion am Gesamtefflux
von L-Isoleucin in C. glutamicum ist, wurde unter den identischen Bedingungen
der Export beim Wildtyp untersucht und dabei durch Zugabe des Entkopplers
CCCP, der Protonen durch die Zellmembran transportiert, das Membranpotential
abgebaut (Benz & McLaughlin, 1983). Dazu wurde eine Kurzzeitfermentation mit
Zugabe von 3 mM Isoleucyl-Isoleucin durchgefuhrt und nach 40 min, bei max-
imaler interner Isoleucinkonzentration, 20 yM CCCP zugegeben. Da ebenfalls die
Aufnahme des Dipeptides, wie auch die von Isoleucin, abhdngig vom Membran-
potential erfolgt (Zittrich & Kramer, 1994), wurde eine rasche Abnahme der in-
ternen Isoleucinkonzentration nach Zugabe des Entkopplers erwartet. Daher
wurde nach der Zugabe in kurzen Zeitabstanden, von 2,5 min Uber einen Zeitraum
von 10 min Proben genommen, die zur Silikonélzentrifugation eingesetzt wurden.
Parallel erfolgte eine Kurzzeitfermentation des Wildtyps ohne Zugabe des

Entkopplers. Die erhaltenen Isoleucinkonzentrationen sind in Abb. 11 dargestellit.
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Abb. 11: Kurzzeitfermentation mit C. glutamicum 13032/ pZ1 mit 3 mM Isoleucyl-
Isoleucin. Durch die Quadrate sind die internen und durch die Rauten die externen
Isoleucinkonzentrationen dargestellt. Nach 40 min erfolgte die Zugabe von 20 uM
CCCP, wodurch die interne Konzentration stark abfiel und die Zunahme der ex-
ternen Konzentration mit geringerer Geschwindigkeit erfolgte (durchgezogene
Linie). Die gestrichelten Linien geben die Isoleucinkonzentrationen an, die ohne
Zugabe des Entkopplers in einer parallel durchgefiihrten Kultivierung erhalten
wurden.

Dieses Experiment zeigt, dass nach Zugabe von CCCP die interne Isoleucin-
konzentration wie erwartet abfallt. Gleichzeitig ist die Zunahme der externen
Konzentration drastisch reduziert. Die anféngliche Effluxrate vor Zugabe des Ent-
kopplers betrug 7,1 nmol min" mg”. Da durch Zugabe von CCCP der aktive
Transport von Isoleucin nicht mehr méglich ist, ist die bestimmte Effluxrate von 4,8
nmol min” mg™" auf passive Diffusion zuriickzufiihren. Dieser Wert stimmt sehr gut
mit dem nach Zittrich und Kramer (1994) berechneten Wert (Tab. 7) Uberein. Er
zeigt, dass die Verwendung dieser unter anderen Bedingungen ermittelte

Diffusionskonstante zulassig ist.

Da die Effluxrate der brnFE-Deletionsmutante des in Tab. 7 dargestellten Ex-

perimentes nur deshalb so hoch ist, weil durch die hohe interne Isoleucin-
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konzentration eine verstarkte Diffusion bedingt ist, solite bei einer dem Wildtyp
entsprechenden internen Konzentration der Gesamtefflux bei brnFE-Deletion re-
duziert sein. Um vergleichbare interne Isoleucinkonzentrationen einzustellen,
wurde eine Kurzzeitfermentation durchgefiihrt, bei der zum Uberexprimierer
10 mM, zur brnFE-Deletionsmutante 0,5 mM und zum Wildtyp 3 mM Isoleucyl-
Isoleucin zugegeben wurde. Das Ergebnis der internen und externen

Isoleucinkonzentrationen ist in Abb. 12 dargestelit.
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Abb. 12: Interne (offene Symbole) und externe Isoleucinkonzentration (geschlos-
sene Symbole) von C. glutamicum 13032/ pZ1 (®) nach Zugabe von 3 mM Dipeptid,
13032AbrnFE/ pJC1 (A) nach Zugabe von 0,5 mM Dipeptid und 13032/ pJC1brnFE
(®) 10 mM Dipeptid.

Es bestatigte sich, dass der Efflux am héchsten mit dem Stamm 13032/
pJC1brmFE und am niedrigsten in der Deletionsmutante war. Entsprechend waren
die berechneten Exportraten mit denen im vorigen beschriebenen Experiment ver-
gleichbar. In Tab. 8 sind die Mittelwerte der Exportraten mit Standardabweichung
dargestellt. Diese Experimente bestatigen, (i) dass der aktive Isoleucinexport
durch brnFE-Expression resultiert, und (ii) machen es unwahrscheinlich, dass ein

zuséatzlicher Carrier entscheidend zum Isoleucinexport beitragt.
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Tab. 8: Isoleucinexportraten in Abhangigkeit der Expression von brnFE in
C. glutamicum.

C. glutamicum Exportrate fiir L-Isoleucin®
[nmol min™ mg™ Tg]

13032/ pZ1 42+04

13032AbrnFE/l pJC1 0,4+0,2

13032/ pJC1brnFE 78+1,3

? Die Werte dieser Berechnung sind als Mittelwerte dreier unabhingiger Messungen mit

ihrer Standardabweichung angegeben.

2.4 Physiologische Untersuchungen zum heterodimeren Aufbau des

Exporters BrnFE

Nur fiir wenige sekundar aktive Transporter ist durch physiologischen Messungen
eine heterodimere Struktur bestatigt (Masaoka et al., 2000; Schaffitzel et al.,
1998). Im Fall von BrnFE wurde gezeigt, dass Unterbrechung des brmF-Gens
durch Tn5531 in C. glutamicum 14752 zur Peptidsensitivitat filhrt und die Uber-
expression von brnF in 13032AbrmFE diese nicht wieder aufhebt. Obwohl, wie in
Abb. 7 dargestellt, das brnE-Gen einen eigenen Promotor besitzt, tragt das ent-
stehende Transkript vermutlich nicht zur Peptidbildung bei. Es ist wahr-
scheinlicher, dass brmF und brmE als Operon transkribiert werden. Damit ist
zumindest formal mdéglich, dass der Isoleucinexport allein durch BrnE vermittelt
wird, da in den bisherigen Konstruktionen die brnE Expression nicht gewéhrleistet
ist.

Um dies weiter zu untersuchen, wurde eine in-frame Deletionsmutante von bmfF
hergestellt, in der die brnE-Expression unbeeintrachtigt sein sollte. Die Herstellung
des brnF-Deletionskonstruktes wurde analog zum AbrmFE-Konstrukt durchgefiihrt,
wobei das gleiche stromaufwarts gelegene Fragment, das durch die Primer-
kombination Primer A und Primer D in der PCR erhalten wurde, verwendet wurde
und mit Primer E und Primer F ein 374 bp Fragment stromabwarts von brnF
amplifiziert wurde. Das durch cross-over PCR entstandene ca. 700 bp Fragment
wurde in die EcoRIl/ Xbal site von pK19mobsacB kloniert. Durch die Se-

quenzierung des Inserts von pK19mobsacBAbmF wurde eine 100 %ige Uber-
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einstimmung mit der theoretischen Sequenz festgestellt. Um die Integration des
Vektors in das Chromosom von C. glutamicum 13032 zu erreichen, wurde
pK19mobsacBAbrmF in C. glutamicum 13032 durch Elektroporation mit an-
schlieBendem Hitzeschock eingebracht. Durch Selektion auf die von
pK19mobsacB vermittelte Kanamycinresistenz konnte in funf Anséatzen ein Klon
erhalten werden, der ebenfalls die durch den Vektor vermittelte Saccharose-
sensitivitdit  besa3.  Durch  Kultivierung von  C. glutamicum  bmnF::-
pK19mobsacBAbrnF ohne Selektionsdruck wurde eine zweite Rekombination
ermdglicht, wodurch der Stamm 13032AbmF erhalten wurde. Durch PCR-Analyse
mit den aulerhalb des Deletionskonstruktes hybridisierenden Primern /rp-upper
und brE-lower konnte die Deletion nachgewiesen werden (Abb. 43, siehe
Anhang). Zur Komplementation wurde in diesen Stamm das Plasmid pJC1bmF

eingebracht und der Export von Isoleucin untersucht (Tab. 9).

Tab. 9: Exportraten von L-Isoleucin in Abhdngigkeit der Expression von brnF und
brnE in C. glutamicum zur physiologischen Untersuchung des heterodimeren Auf-
baus von BrnFE.

C. glutamicum Exportrate fiir L-Isoleucin
[nmol min? mg™ Tg]

13032AbrnFE IpJC1brnFE 6,9

13032AbrnFE IpZ1brnE 0,5;0,3°

13032AbrnFE IpJC1brnF 0,4;0,2"

13032 /pZ1brnF 4,6

13032 /pJC1brnE 3,7

13032AbrnF/ pJC1 -09+0,6°

13032AbrnF IpJC1brnF 4,8

? Die Werte dieser Berechnung sind als Mittelwerte dreier unabhingiger Messungen mit

Standardabweichung angegeben.
® Die Werte wurden in einer Doppelbestimmung erhalten.

Es zeigte sich, dass durch Uberexpression der Einzelgene brnF oder bmE im
Wildtyp die Exportrate nicht erhéht war, was darauf hinweist, dass die Einzelgene
den Export von Isoleucin nicht katalysieren kénnen. Der Export von Isoleucin
konnte auch nicht durch die Uberexpression der Einzelgene im brnFE-Deletions-
stamm wiederhergestellt werden. Dies steht mit dem Ergebnis im Einklang, dass
in Wachstumsexperimenten die Peptidsensitivitdt der brnFE-Deletionsmutante

durch Uberexpression die einzelnen Gene nicht aufgehoben werden konnte (Abb.
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9). Auch in der in-frame brF-Deletionsmutante, in der die Expression von brnE
nicht beeintrachtigt sein sollte, konnte kein Export von L-Isoleucin nachgewiesen
werden. Daraus ist zu schlieBen, dass bmF fir den Export essentiell ist. Durch
Uberexpression von bmF durch pJC1bmF konnte eine Komplementation des
Isoleucinexportes im Stamm C. glutamicum 13032AbrnF erreicht wird. Diese Kom-
plementation des Exportes durch pJC1bmF ist nicht in der bmFE-Deletion
mdglich, da hier keine Kopie von brE vorhanden war. Damit ist gezeigt, dass das
Vorhandensein von brE, wie auch das von brmF, essentiell fir den Export von L-

Isoleucin ist und somit BrnF und BrnE gemeinsam den Export katalysieren.

2.5 Untersuchungen zur Spezifitat des Exportes

Da L-Leucin und L-Valin ebenfalls zu den verzweigtkettigen Aminosauren ge-
horen, kénnten diese ebenfalls Substrat von BrnFE sein. Bereits in friher be-
schriebenen Experimenten wurde eine Reduzierung der Isoleucinexportrate bis zu
25 % beobachtet, wenn die interne Leucin- oder Valinkonzentration stark erhéht
war (Hermann & Kramer, 1996). Da dies durch Kompetition der Aminosauren um
die freien Bindestellen des Exporters erklarbar wére, kann eine Beteiligung dieser
Aminosduren am Export vermutet werden. Um nun zu untersuchen, ob Valin und
Leucin ebenfalls durch den identifizierten Carrier BrnFE exportiert werden, wurden

die Exportraten fir diese Aminosauren in definierten Stdmmen bestimmt.

Um zu prifen, ob L-Valin durch BrnFE transportiert wird, wurde die Exportrate
unter Zugabe von 5 mM Alanyl-Valin bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die brnFE-
Deletionsmutante intern bis zu 82 mM Valin akkumulierte, wahrend 13032 AbrmFE/
pJC1bmFE nur ca. 30 mM anhaufte (Abb. 13A). Der reduzierte aktive Export in
der brnFE-Deletionsmutante wird hier bereits durch den verringerten Gesamt-
efflux deutlich. Dies kénnte die Folge der geringeren Membranpermeabilitat far
Valin sein (Milner et al., 1987) was durch den Vergleich der Effluxraten des
Deletionsstammes fir Isoleucin und Valin bestétigt wird. Bei vergleichbarer
interner Konzentration beider Aminosauren ist der Efflux fir Valin geringer als flir

Isoleucin, was auch eine geringere Diffusion bedeutet.
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Abb. 13: Untersuchung zur Spezifitit des Exporter BrnFE durch Exportratentests
mit den Stamme 13032AbrnFE/ pJC1 (A) und 13032AbrnFE | pJC1brnFE (W). A:
Interne Valinkonzentration (offene Symbole) und Efflux (geschlossene Symbole)
nach Zugabe von 5 mM Alanyl-Valin. B: Interne Leucinkonzentration (offene
Symbole) und Efflux (geschlossene Symbole) nach Zugabe von 5 mM Leucyl-
Leucin.

Unter Verwendung der Diffusionskonstante von 0,09 ul min™ mg™ (Millner, 1987;
Kramer, 1994) betragt die aktive Exportrate fur Valin in der Deletionsmutante im

Mittelwert -0,1 nmol min™ mg™ und 4,5 nmol min" mg™” im gleichen Stamm der
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pJC1bmFE enthalt (Tab. 10). Dies zeigt, dass der Export von Valin durch den von
brFE kodierten Exporter vermittelt wird. Dartberhinaus wurde eine Exportrate
von 3,3 nmol min" mg™ erhalten, wenn pJC1bmFE im Wildtyp eingebracht war.
Da im Wildtyp eine Exportrate von 2,4 nmol min™’ mg‘1 bestimmt wurde, wird der
Export durch brnFE-Uberexpression nur leicht gesteigert. Im Vergleich zum Export
von Isoleucin ist die Valinexportrate um etwa 50 % geringer, was darauf hindeutet,

dass Isoleucin bevorzugt transportiert wird.

Tab. 10: Exportrate fiir L-Valin nach Zugabe von 5 mM Alanyl-Valin bei
C. glutamicum mit verschiedener Expression von brnFE.

C. glutamicum Exportrate fiir L-Valin
[nmol min? mg™ Tg]

13032/ pzZ1 2,4;20°"

13032AbrnFE/l pJC1 -0,1+0,9°

13032AbrnFE IpJC1brnFE 4,5

13032/ pJC1brnFE 3,3;3,2°

? Die Werte dieser Berechnung sind als Mittelwerte dreier unabhingiger Messungen mit

Standardabweichung angegeben.

® Die Werte wurden in einer Doppelbestimmung erhalten.

Interessanterweise wird im brnFE-Uberexprimierenden Stamm unter Verwendung
Leucin-haltiger Peptide eine interne Leucinkonzentration von 15 mM nicht Gber-
schritten. Trotzdem wird mit 5 mM Leucyl-Leucin eine hohe Effluxrate von 8,6
nmol min” mg™' erreicht (Abb. 13B). Die Exportraten fiir den tiberexprimierenden
Stamm betragen 8,1 nmol min™" mg™ und sie ist nahe Null bei der Deletions-
mutante (Tab. 11), was bedeutet, dass Leucin ebenfalls Substrat von BrnFE ist.
Aufgrund dieser Exportraten ist anzunehmen, dass Leucin und Isoleucin mit

vergleichbarer Rate exportiert werden.

Tab. 11: Exportrate fiir L-Leucin nach Zugabe von 5 mM Leucyl-Leucin bei
C. glutamicum mit verschiedener Expression von brnFE.

C. glutamicum Exportrate fiir L-Leucin
[nmol min™ mg™ Tg]
13032/ pZ1 4,0
13032AbrnFE/l pJC1 06+04
13032AbrnFE IpJC1brnFE 8,1

13032/ pJC1brnFE 6,3
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Um dies zu bestatigen, wurde zusatzlich ein Kompetitionsexperiment durchge-
flhrt, bei dem beide Aminosaduren gleichzeitig als Substrat fiir den Exporter zur
Verfigung stehen. Zu diesem Zweck wurde das Dipeptid Leucyl-Isoleucin in einer
Konzentration von 10 mM eingesetzt.

Trotz vergleichbar geringer Aminosaurekonzentration von ungefahr 10 mM intern,
was durch limitierte Peptidaufnahme bedingt sein kdnnte (Zittrich & Kramer, 1994),
wurden vergleichbare Exportraten von 1,8 nmol min™ mg'1 fur Leucin und 2,3
nmol min™ mg™ fir Isoleucin ermittelt (Tab. 12). Dies bestétigt, dass der Exporter
nicht zwischen diesen beiden hydrophoben Aminosauren differenziert. Im Gegen-
satz zu den beim Wildtyp ermittelten Exportraten (Tab. 11) kénnte die geringere
Exportrate im letzten Experiment dadurch zu erklaren sein, dass der Exporter
mdglicherweise nicht gesattigt ist. Dies steht im Einklang mit der vermuteten ge-
ringen Affinitdt des Systems (apparenter Ky: 21 mM; Zittrich & Kréamer, 1994). Es
legt somit eine vergleichbare Affinitit des Systems fiir diese beiden Aminosauren

nahe.

Tab. 12: Exportraten fiir Leucin und Isoleucin in einem Kompetitionexperiment mit
10 mM Leucyl-Isoleucin bei C. glutamicum 13032/ pZ1.

C. glutamicum Leucinexportrate Isoleucinexportrate

[nmol min"' mg™ Tg]

13032/ pZ1 1,8 2,3

2.6 Bedeutung des putativen Regulators Lrp fiir den Isoleucinexport

Das Gen des putativen Regulators Lrp liegt stromaufwarts von brnfF (Abb. 7). Um
herauszufinden, ob Lrp an der Regulation des Exporters beteiligt ist, wurde zu-
nachst eine Inaktivierungsmutante hergestellt. Dazu wurde aus dem Vektor
pUC18Klon1-8EcoRI ein 203 bp groRes BstEll und Bglll internes Fragment von Irp
isoliert und nach Klenow-Behandlung in die Smal-site von pK18mob kloniert. Nach
Einbringen des Plasmides in C. glutamicum 13032 konnten durch Selektion auf
die durch den Vektor vermittelte Kanamycinresistenz, Integrationsmutanten er-
halten werden. Durch PCR-Analysen mit dem vektoriellen Primer RSP und dem

chromosomalen Primer /rp-upper konnte die Unterbrechung des Gens nach
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400 bp bestétigt werden. Um den Einfluss einer Irp-Uberexpression untersuchen
zu kénnen, wurde das Irp-Gen in einer PCR mit den Primern Irp-upper und Irp-
lower als 0,65 kb grolRes Fragment amplifiziert und zunachst in die Smal-site von
pUC18 kloniert. Ein aus diesem Vektor isoliertes EcoRIl/ Xbal Fragment wurde
Uiber stumpfe Enden mit pZ1 ligiert. Zur Uberexpression wurden das Plasmid in
C. glutamicum 13032 eingebracht.

Die Exportrate fir L-Isoleucin wurde nun in dem Irp-Inaktivierungsstamm 13032::
pK18moblirpi: bestimmt. Dabei zeigte sich eine Reduzierung der Isoleucinex-
portrate auf 0,7 nmol min™ mg™” in diesem Stamm, was auch mit einer /rp-De-
letionsmutante, die freundlicherweise von Mirja Wessel® zur Verfiigung gestellt
wurde, bestatigt werden konnte (Tab. 13). Dies deutet daraufhin, dass Lrp essen-
tiell fir den Export verzweigtkettiger Aminoséauren ist und wahrscheinlich als trans-
kriptioneller Regulator die brnFE-Expression aktiviert. Die Uberexpression von Irp
durch das multi-copy Plasmid pZ1 in C. glutamicum 13032 ergab hingegen keine
Erhdhung der Exportrate (Tab. 13). Dies kénnte dadurch erklart werden, dass
unter den verwendeten Bedingungen der Regulator die Expression von bmFE

bereits maximal induziert hat.

Tab. 13: Untersuchung zum Einfluss des Regulators Lrp auf die Isoleucinexportrate
in C. glutamicum mit 3 mM Isoleucyl-Isoleucin.

C. glutamicum Exportrate fiir L-Isoleucin
[nmol min™ mg™ Tg]

13032 /pZ1irp 3,6

13032Alrp IpZ21 0,0; -0,7

13032/rp::pK18moblrp;,. 0,7

3 Identifizierung der LIV-E Familie der Transporter
3.1 Phylogenetische Analysen
Um zu untersuchen, ob zu BrnF und BrnE homologe Proteine auch in anderen

Organismen vorhanden sind, wurden Datenbankanalysen durchgefihrt. Dabei
konnten durch das PSI-BLAST Programm (Altschul ef al.,, 1997) des NCBI's

® Arbeitsgruppe M. Bott, Institut filr Biotechnologie 1, Forschungszentrum Jiilich
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(national center of biotechnology information) in einer ganzen Reihe von
Organismen homologe Proteine identifiziert werden. Dabei wurde festgestellt,
dass mit wenigen Ausnahmen die Genanordnung identisch ist, mit brnF strom-
aufwérts von brmE. Die Proteine wurden zur LIV-E Familie der Transporter zu-
sammengefasst, wobei diese Abbkiirzung fir Leucin-, Isoleucin- und Valinexport
steht. In Tab. 14 sind die zu BrnF (links) und BrnE (rechts) homologen Proteine,
sowie deren GrélRen in Aminosauren aufgelistet. Das Vorkommen des LIV-E
Systems ist auf prokaryotische Organismen beschrankt, wobei Gram positive und
Gram negative Bakterien genauso vertreten sind wie Archaea. Das Genom der
meisten dieser Mikroorganismen kodiert das LIV-E System einmal. Im Genom der
o~ und B-Proteobakterien (Atu, Mlo, Sme, bzw. Rso) sowie des Gram positiven
C. glutamicum (Cgl) werden bis zu drei paraloge Systeme kodiert. Erstaunlicher-
weiser enthalt das Genom des mit C. glutamicum eng verwandten C. diphtheriae
lediglich eine Kopie der Gene. Diese Gram positiven Mikroorganismen gehéren
zur Unterordnung der Corynebacterineae innerhalb der Ordnung der
Actinomycetales (Stackerbrandt et al., 1997). Zur gleichen Unterordnung zahlt die
Familie der Mycobacteriaceae. Dennoch sind diese Gene in den Organismen

M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis und M. smegmatis nicht vorhanden.
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Aus den Daten, die in Tab. 14 aufgelistet sind, kann zusammengefal3t werden,
dass die meisten BrnF Homologen aus 218-256 Aminosdureresten bestehen,
wahrend alle BrnE Homologe 98-118 Aminosaurereste haben. Die in M. jannaschii
und N. meningitidis identifizierten BrnF Homologen sind jedoch verkiirzt. Da in N.
meningitidis auch kein zu BrnE homologes Protein vorhanden ist, ist davon aus-
zugehen, dass beide Organismen keinen funktionellen Transporter ausbilden und
es sich somit um Pseudogene handelt. Diese teilweise oder auch, wie in den
Mycobacteriaceae komplette Reduktion des LIV-E Systems deutet auf eine nicht
essentielle Funktion dieser Transportsysteme hin. Diese Hypothese wird dadurch
unterstitzt, dass es méglich ist, brnFE in C. glutamicum (Cgl1) und az/CD (Bsu) in

B. subtilis (Belitsky et al., 1997) zu inaktivieren.

Um die Verwandtschaft zwischen den Proteinen der LIV-E-Familie zu untersuchen
wurden phylogenetische Stammbaume erarbeitet. Dazu wurden alle Sequenzen
aus den Datenbanken zusammengetragen und zunachst ein multiples Sequenz-
alignment mit dem ClustalX Programm (Thompson et al., 1997) durchgefihrt. Da-
rauf aufbauend wurde der phylogenetische Stammbaum, der auf einer Blossum 30
Matrix beruht, ermittelt. Beide Programme stehen auf der Internetseite http://saier-
144-37.ucsd.edu/biotools/ zur Verfiigung und die dabei erhaltenen Stammb&ume
von BrnF und BrnE sind in Abb. 14 dargestellt. Entsprechend der Sequenz-
ahnlichkeit fallen die Proteine der verschiedenen Organismen in Gruppen,
sogenannten Clustern, zusammen. Diese Cluster sind zwischen dem BrnF- und
BrnE-Stammbaum weitestgehend identisch. Die Homologen der Gram positiven
Bakterien fallen in drei Gruppen. Zu diesen gehéren die Gram positiven mit hohem
G+C Gehalt (Sco, Cgl1, Cgl2 und Cph in Gruppe 6), die Gruppe der Gram
positiven mit niedrigem G+C Gehalt (Spn, Lla und Sau in Gruppe 4) und etwas
aus dem Rahmen féllt B. halodurans (Bha). In anderen Gruppen fallt eine gewisse
Durchmischung auf. So fallen beispielsweise die Proteine des zu den Archaea
gehdrenden A. fulgidus mit denen des zu den y1-Proteobakterien gehdrenden
Proteinen von E. coli zusammen in die Gruppe 2. AuRerdem sind mehrere
Organismenklassen in Gruppe 5 vertreten. Neben den Proteinen der y2-Pro-
teobakterien (Hin und Pmu) findet sich auch jeweils ein Protein des e-Pro-

teobakterien (Hpy), der Gram positiven mit niedrigem G+C-Gehalt (Bsu) und sogar
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der Archaea (Mma). Dieser Umstand deutet stark darauf hin, dass diese Gene
durch horizontalen Gentransfer zwischen den Mikroorganismen verschiedener
Klassen ausgetauscht worden sind. So ist flir das zu den Archaea gehérende
Methanosarcina mazei bekannt, dass knapp 1/3 der Gene, bakteriellen Ursprungs
sind (Deppenmeier et al., 2002). Da dieses Archaebakterium in Assoziation mit
fermentativen Eubakterien lebt und sich von dessen Ausscheidungsprodukten
ernahrt, ist ein horizontaler Gentransfer méglich.

Wie bereits erwahnt, wurden bei einigen Organismen paraloge Systeme
identifiziert. Es zeigte sich, dass diese paralogen Proteine eines Organismus eine
geringere Sequenzahnlichkeit zueinander aufweisen, als zu den orthologen
Systemen der engverwandten Organismen. So zeigt auch das paraloge System
aus C. glutamicum (Cgl2) eine geringere Ahnlichkeit zum charakterisierten BrnFE
(Cgl1), als zum orthologen System aus C. diphtheriae (Cph), was durch den phylo-
genetischen Stammbaum deutlich wird. Auch die orthologen Systeme der a- und
B-Proteobakterien fallen aufgrund hoéherer Sequenzidentititen in drei ver-
schiedene Gruppen. Dabei ist die Sequenzadhnlichkeit der paralogen Systeme
eines Organsimus geringer, als zu den Orthologen der verwandten Organismen.
So clustert z.B. Sme3 zusammen mit Atu3 in Gruppe 8. Dies kénnte bedeuten,
dass Genduplikationen, aus denen die paralogen Systeme hervorgegangenen
sind, bereits vor der Entstehung der Gattungen stattgefunden haben kénnten und
im Laufe der Evolution eine Differenzierung der Systeme erfolgte. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass auch die Substratspezifiztat dieser potentiellen
Transportsysteme im Laufe der Evolution eine Differenzierung erfahren hat. Die
funktionelle Charakterisierung von BrnFE in C. glutamicum lasst vermuten, dass
grundsatzlich hydrophobe Substanzen mit geringem Molekulargewicht trans-

portiert werden.
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Abb. 14: Phylogenetische Stammbéaume der (A) BrnF- und (B) BrnE-Homologen. Die
Abkiirzungen zur Bezeichnung der Organismen sind in Tab. 8 angegeben. Die Ast-
langen geben die evolutionsmaBige Distanz zwischen den Homolgen an.
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3.2 Untersuchungen zum paralogen brnFE-System in C. glutamicum

Das bereits erwahnte paraloge LIV-E System in C. glutamicum wurde im Zuge der
Genomsequenzierung identifiziert (Tab. 14). Da aufgrund der Sequenzidentitéten
eine adhnliche Funktion der beiden LIV-E Systeme in C. glutamicum vermutet
wurde, wurde dieses Paraloge mit BrnFE-2 bezeichnet und eine Charakterisierung

vorgenommen.

3.2.1 Sequenzanalyse

Zur weiteren Untersuchung wurde zunéchst eine Sequenzanalyse durchgefiihrt.
Dabei wurde die Sequenz von BrnFE-2 mit der Sequenz des bereits charakter-
isierten Exporters BrnFE-1 verglichen Abb. 15. Es zeigte sich, dass die |dentitaten
der von brnfF abgeleiteten Proteine 40 % betragen, wohingegen die beiden von

brmE abgeleiteten Proteine zu 34 % identisch sind.

BrnF1l 1 VQKTQEIHSSLEVSPSKAALEPDDKGYRRYZHAQE /KT {#AAH
BrnF2 1 === MSSENLKZRGE (GE I TVE?
Consensus 1 *k ok Lk kkk | ok ok
BrnFl

BrnF2

Consensus

BrnFl 101

BrnF2

Consensus 101

BrnFl 150

BrnF2 128

Consensus 151

BrnFl 200 CITKZOIPSLILAGISF

BrnF2 178 FNNZDYSLPRFVILALY

Consensus

201 . * * ko .
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BrnF1l 250 AE --------
BrnF2 228 KGLEIRTSHE
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BrnEl
BrnE2
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BrnE2
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Abb. 15: Alignment der beiden paralogen BrnFE-Systeme aus C. glutamicum.
Schwarz unterlegte Bereiche zeigen identische Aminosduren, grau unterlegte
dhnliche.

Die relativ hohe Sequenzidentitdt zwischen den paralogen Systemen in
C. glutamicum deutet auf eine vergleichbare Funktion hin. Dennoch zeigt der
phylogenetische Stammbaum, dass eine héhere Verwandtschaft zum LIV-E
System aus C. diphtheriae vorliegt, obwohl hier alle Proteine in die selbe Gruppe
fallen (siehe Abb. 14, Kap. 3.1). In Abb. 16 ist die Genumgebung von brnFE-2
dargestellt. Stromaufwarts zu brnf-2, ist das Gen eines mdéglichen Regulators lo-
kalisiert, dessen abgeleitetes Protein zu 27 % zu AlgH aus Pseudomonas
aeruginosa identisch ist, der dort an der Regulation von Virulenzfaktoren beteiligt
ist (Schlictmann et al., 1995). Da algH direkt an brnF-2 grenzt, ist eine Operon-
struktur méglich. Auch das zu algH stromaufwérts gelegene hypothetische pcnA-
Gen (55 %ige Identitdt des Genproduktes zu einer Poly-A-Polymerase aus
S. coelicolor, Bralley et al., 2001) kénnte diesem Operon angehéren. Daher
kénnte ein funktioneller Zusammenhang zwischen den Genprodukten AlgH, PcnA
und BrnFE-2 vermutete werden. Da aber keines der Gene in C. glutamicum

charakterisiert ist, kann nicht auf ein mégliches Substrat von BrnFE-2 ge-
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schlossen werden. Stromabwarts zu brnE-2 ist in entgegengesetzter Leserichtung
das Gen eines mdglichen Kupferbindeproteins (copP) lokalisiert. Der Abstand von
80 bp zu brnE-2 macht einen funktionellen Zusammenhang unwahrscheinlich. Da
festgestellt wurde, dass eine brnFE-1-Deletionsmutante nicht mehr in der Lage ist
Isoleucin zu exportieren, kann Isoleucin auch kein Substrat von BrnFE-2 sein.
Aufgrund der hohen Sequenzidentitdten wiederum ist es wahrscheinlich, dass das
paraloge System Substanzen transportiert, die vergleichbare chemische Eigen-

schaften wie die verzweigtkettigen Aminosauren haben, also klein und hydrophob

sind.
i:brnF-2
A 477 bp
]
copP  brnE-2 brnF-2 algH pcnA
204 bp 348 bp i 714 bp 606 bp 900 bp
1 1421 3000
p-for-kontr-F2 i» 786 bp <RSP USP » 655bp <« p-rev-kontr-F2
] ]
brne-2" brnF-2’ “brnF-2 algH’
495 bp 509 bp

C pr

p-for-kontr-F2 i» 1309 bp <usp

UsP » 695 bp « p-rev-kontr-F2

brnE-2" brnF-2° lacZ ‘brnF-2 algH’

495 bp 3078 bp 509 bp
Abb. 16: Genanordnung und Klonierungsiibersicht zu dem paralogen System
brnFE-2. A: Die Pfeile geben die Gene mit ihrer GroRe in bp an. Der dariiber
liegende Balken beschreibt den Teil der zur Inaktivierung von brnF-2 durch PCR
ampilifiziert wurde und anschlieBend in pK19mobsacB, bzw. pEM1 koniert wurde. B:
Zustand nach Integration von pK19mobsacBbrnF-2,; in das Chromosom von
C. glutamicum 13032. Die Balken oberhalb der Gene zeigen die in der analytischen
PCR amplifizierten Fragmente mit ihrer Gr6Be in bp und den Primern (diinne Pfeile).
Die kursiv abgebildeten Gennamen sind mit einem (°) markiert, wenn nur noch ver-
kiirzte Fragmente vorliegen. C: Zustand nach Integration von pEM1brnF-2-lacZ in
das Genom von C. glutamicum. Die Balken oberhalb der Gene zeigen die in der
analytischen PCR amplifizierten Fragmente mit ihrer Gr6Be in bp und den Primern
(diinne Pfeile) an.
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3.2.2 Konstruktion und Charakterisierung einer brnF-2-Inaktivierungsmutante

Um einen Zugang zur Funktion des BrnFE-2-Systems zu erméglichen, sollte zu-
nachst eine Inaktivierungsmutante des Systems hergestellt werden. Dazu wurde
ein Inakivierungskonstrukt hergestellt, indem mit den Primern upper_F2 und
lower_F2 (siehe Tab. 19) ein 477 bp groRes internes brnF-2 Fragment amplifiziert

und anschlieBend in die Smal-site des Vektors pK19mobsacB kloniert.

Das Insert des resultierenden Plasmides wurde, nach Uberpriifung mittels Se-
quenzierung, in C. glutamicum Wildtyp Zellen sowie C. glutamicum AbmFE ein-
gebracht (Abb. 16B). Je ein Klon wurde durch Kolonie-PCR auf Integration von
pK19mobsacBbrnF-2iy Uberpruft. Durch Verwendung eines im Vektor liegenden
Primers und eines aulerhalb des Konstruktes liegendem Primer (RSP + p-for-
kontrolle-F2, bzw. USP + p-rev-kontrolle-F2) konnte die chromosomale Unter-
brechung von brnF-2 nach 509 bp bestatigt werden (Abb. 17). Die problemlose In-
aktivierung des Gens |aRt darauf schlieRen, dass dieses unter den verwendeten

Kulturbedingungen nicht essentiell ist.

Spur 1: A-Standard, BstEll-verdaut
Spur 2: 13032
Spur 3: 13032brnF-2;,;
Spur 4: 13032AbrnFE-1brnF-2;,
05k Spur5: 13032
Spur 6: 13032brnF-2;,,
02kb  Spur 7: 13032AbrnFE-1brnF-2;,
Spur 8: 100 bp-Leiter

Abb. 17: 2 %iges Agarosegelfoto der PCR-Ansdtze zum Nachweis der Integration
von pK19mobsacBbrnF-2;,; in C. glutamicum 13032 und 13032AbrnFE. In Spur 2-4
sind die Ansatze mit den Primern RSP und p-for-Kontr-F2 aufgetragen, wobei im
Falle der Integration ein 0,79 kb groRes Fragment entsteht. In Spur 3-5 sind die
Ansatze mit den Primern USP und p-rev-kontr-F2 aufgetragen. Im Fall der
Integration entsteht hier ein 0,66 kb Fragment.



Ergebnisse 71

Um zu untersuchen, ob die brnF-2 Integration einen phanotypischen Effekt auf das
Wachstum von C. glutamicum hat, wurden zunachst Wachstumskurven in CgXII-
Minimalmedium und BHI-Komplexmedium durchgefiihrt (Abb. 18). Es zeigte sich,

dass die brnF-2-Integrationsmutante vergleichbar wie der Wildtyp wuchs.

60 25
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Abb. 18: Wachstum von 13032/ pZ1(®), 13032AbrnFE-1/ pJC1 (V) und 13032::brnF-
2t (@) auf CgXll-Medium mit 4 % Glucose (A) und auf BHI-Volimedium (B).

Um zu prifen, ob in brnF-2-Inaktivierungsstammen eine Peptidsensitivitat vorliegt,
wurde das Wachstum von 13032::brnF-2in: und 13032AbrnFE-1::brF-2;, im Ver-
gleich zu den jeweiligen Ausgangsstdmmen in CgXll-Minimalmedium mit Iso-

leucyl-Isoleucin bzw. Alanyl-Leucin untersucht (Abb. 19).
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Abb. 19: Wachstum der brnF-2-Integranten in Anwesenheit von 5 mM Isoleucyl-Iso-
leucin (A) bzw. 5 mM Alanyl-Leucin (B) im Vergleich zu ihren Ausgangsstammen.
(@) 13032/ pZ1, (®) 13032::brnF-2,,, (A)13032AbrnFE-1/ pJC1, (V)13032AbrnFE-1::
brnF—Zint.
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Abb. 19 zeigt, dass sowohl 13032::brF-2i, als auch 13032AbrnFE-1::brmF-2;; €in
vergleichbares Wachstum aufweisen wie die entsprechenden Ausgangsstdmme.
Da durch bmF-2-Inaktivierung keine Sensitivitdt gegeniber Isoleucyl-Isoleucin
bzw. Alanyl-Leucin bedingt wurde, bestéarkt dies die Vermutung, dass BrnFE-2
nicht am Export dieser Substanzen beteiligt ist. Da aufgrund hoher Sequenzid-
entitdten aber die Vermutung besteht, dass ein zu Isoleucin bzw. Leucin struktur-
analoges Substrat exportiert werden kénnte, wurden verschiedene Substanzen

auf eine wachstumshemmende Wirkung Uberprift (Tab. 16).

Tab. 16: ODgg nach 13 h bei Wachstum von 13032/ pZ1, 13032AbrnFE-1/ pJC1 und
13032::brnF-2,,; auf CgXIl mit 4 % Glucose und der angegebenen Konzentration an
Substanz.

Stamm 13032/ pZ1 13032AbrnFE-1/ 13032::brnF-2;,
pJC1
CoXil 16.1 14.7 16.1
100 mM Isoleucin 12.2 3.8 14.4
100 mM Leucin 13.7 2.6 14.4
100 mM Valin 12.3 14.0 14.0
200 mM Threonin 13.4 10.6 13.8
0.5 mM Azaleucin 2.3 2.5 2.2
10 mM Liponsaure 8.4 7.8 8.7
200 mM Acetat 7.5 7.0 8.4
50 mM Propionat 5.7 3.4 5.3
50 mM Butyrat 8.9 8.6 7.7
10 mM Keto- 5.7 3.4 53
p—Methylvalerat
50 mM 4.6 4.0 54
Ketoisovalerat
10 mM Ketoiso- 5.8 24 4.4
caproat
50 mM Norleucin 6.6 4.0 5.8
10 mM Norvalin 7.0 3.5 7.5

Die brnFE-1-Deletionsmutante zeigte veringertes Wachstum in Gegenwart von

Leucin und Isoleucin. Dies zeigt, dass es grundsatzlich mdéglich ist, durch diesen
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Test Hinweise auf Substrate eines Exporters zu erhalten. Das verringerte Wachs-
tum der brnFE-1-Deletion in Anwesenheit der Vorstufen von Isoleucin und Leucin,
Ketomethylvalerat und Ketoisocaproat, ist vermutlich durch eine Akkumulation der
entsprechend daraus synthetisieten Aminosauren zu erklaren. Weiterhin wachst
die brnFE-1-Deletionsmutante in Anwesenheit der toxischen Derivate Norleucin
und Norvalin verzégert. Fur Norleucin wurde bereits vermutet, dass der Transport
durch den Isoleucinexporter vermittelt wird, da der Export von Isoleucin durch die
externe Zugabe dieser Substanz gehemmt wird (Hermann & Kramer, 1996).
Offensichtlich ist dies auch fir Norvalin der Fall und damit ist wahrscheinlich, dass
diese beiden Strukturanaloga als Substrat von BrnFE-1 akzeptiert werden.

Das Wachstum in Gegenwart organischer Sauren, sowie der Ketosauren und den
strukturanalogen Verbindungen war auch schon beim Wildtyp reduziert. Es zeigte
sich bei keiner der Substanzen ein abweichendes Verhalten der brnf-2-Inte-
grationsmutante im Vergleich zum Wildtyp, was es somit unwahrscheinlich macht,

dass eine dieser Verbindungen als Substrat von BrnFE-2 transportiert wird.

3.2.3 Konstruktion eines brnF-2-lacZ-Fusionsstammes und Untersuchungen zur

Expression

Da die Wachstumsexperimente keinen Hinweis zur Funktion des paralogen
Systems ergaben und da aufgrund der genetischen Umgebung vermutet werden
konnte, dass das System auf transkriptioneller Ebene reguliert wird, wurden Unter-
suchungen zur Expression von brnF-2 durchgefuhrt. Vorrausgesetzt, die von
BrnFE-2 transportierte Substanz beeinflusst die Genexpression, wie es flir einige
sekundar aktive Transporter der Fall ist (Bellmann et al., 2001, Dover et al., 2001),
wére ein vereinfachtes Screening zur ldentifizierung des Substrates moglich.
Daher wurde eine transkriptionelle Fusion von brmF-2 mit dem fir die p-Gal-
aktosidase kodierenden /acZ-Gen konstruiert und in einfacher Kopie in das
Genom von C. glutamicum integriert.

Zur Herstellung des Konstruktes wurde zunéchst aus dem Vektor pK19mobsacB-
brnF-2i: ein internes brnF-2-Xbal-Fragment ausgeschnitten und in die Xbal-site
des Vektors pEM1 (Schrumpf et al., 1991) kloniert. Die Richtigkeit des Inserts von
pEM1brnF-2; wurde durch Sequenzierung bestéatigt. AnschlieRend wurde ein ca.

3,4 kb groRBes lacZ-Fragment durch Restriktion mit Xbal und Xmnl aus dem
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Plasmid piWiT10 (von Wilcken-Bergmann, et al., 1986) erhalten und in die Sall-
Restriktionsschnittstelle von pEM1brnF-2;.; kloniert. Durch Restriktionsanalyse und
Sequenzierung des klonierten /acZ-Gens mit den Primern 810-233 R1-R6 konnte
das gewiinschte Konstrukt bestédtigt werden. Die Integration von pEM1brnfF-
2inlacZ erfolgte durch Elektroporation mit anschlieBendem Hitzeschock (Abb. 16).
Die chromosomale Integration in 13032::bmF-2-lacZ wurde an beiden dem
Plasmid angrenzenden Seiten mit den Primern USP und p-for-kontr.-F2, bzw. USP

und p-rev-kontr.-F2 nachgewiesen (Abb. 20).
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Abb. 20: 2 %iges Agarosegelfoto der PCR-Ansdtze zum Nachweis der Integration
von pEM1-brnF-2-lacZ in C. glutamicum. In Spur 2-6 sind die Ansitze mit den
Primern USP + p-for-kontr.-F2 (1395 bp) aufgetragen. In Spur 8-12 sind die Ansatze
mit den Primern USP und p-rev-kontr-F2 aufgetragen (695 bp). Spur 2-5 bzw. 8-11
sind die Reaktionen mit jeweils vier Klonen C. glutamicum 13032::pEM1-brnF-2-
lacZ, in Spur 6 und 12 ist die Reaktion mit dem Vektor aufgetragen. In den Spuren 1
und 7 ist jeweils A-DNA BstEll als Standard aufgetragen.

Zunachst wurde im Plattentest mit dem Stamm 13032::brnF-2-lacZ untersucht, ob
die brnF-2-Expression in Anwesenheit verschiedener Aminosauren verandert ist.
Da die durch das /acZ-Gen kodierte p-Galaktosidase das Galaktosid XGal (5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-galactosid) zu einem blauen Farbstoff umsetzt, ist die
Intensitat der Blaufarbung ein Mald der /lacZ-Expression, die in dem verwendeten
Fusionsstamm an die Expression von brnF-2 gekoppelt ist. Als Vergleichsstamm
wurde der von Bellmann et al. (2001) publiziete Stamm C. glutamicum 13032
AlysEG::lysGE-lacZ verwendet. Der Wildtyp C. glutamicum 13032/ pZ1 zeigte bei

Zusatz von XGal unter keiner Bedingung eine Blaufarbung.
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Tab. 17: Test von lacZ-Fusionsstimmen auf unterschiedliche Expression in An-
wesenheit verschiedener Aminosauren im Plattentest mit XGal 60 pg/mil.

Blaufarbung nach 24 h 13032::brnF-2-lacZ 13032 AlysEG::lysGE-
lacZ

CgXil +(+) +(+)

BHI + ++

CgXll + 100 mM lle + +

CgXil + 100 mM Leu + +

CgXll + 100 mM Val + +(+)

CgXIl + 100 mM Thr +(+) +

CgXll +1 % Casein + +

(+), +, +(+),++ gibt die relative Intensitat der Blaufarbung von Einzelkolonien mit
60 pg/ml XGal nach 48 h an.

Tab. 17 zeigt, dass sowohl der Stamm C. glutamicum 13032::brnF-2-lacZ, als
auch C. glutamicum 13032 AlysEG::lysGE-lacZ unter allen Bedingungen Blau-
farbung mit 60 ug/ml XGal aufweist, was mit der Expression der Gene brnF-2 und
lysE korreliert. Dies bedeutet, dass brnF-2 unter diesen Bedingungen exprimiert
wird. Eine Erhéhung der Blaufarbung, und somit eine verstarkte /acZ-Expression,
wurde nur bei C. glutamicum 13032 AlysEG::lysGE-lacZ bei Wachstum auf BHI-
Komplexmedium im Vergleich zu CgXll-Minimalmedium beobachtet. Dieser
qualitative Befund stimmt mit den Daten von Bellmann et al. (2001) (berein. Die
Blaufarbung, und damit die /acZ-Expression von13032::bmF-2-lacZ war dagegen
auf CgXll-Minimalmedium etwas starker. Bis auf die Aminosaure Threonin schien
die Expression bei allen Zusatzen zum Minimalmedium geringer. Es wurde jedoch
auch eine Beeintrachtigung des Wachstums bei diesen hohen Aminoséure-
konzentrationen festgestellt, was einen direkten Vergleich der Blaufarbung
erschwert. Eine Beeintrachtigung des Wachstums wurde hingegen nicht be-
obachtet bei Zusatz von 1 % Casein und auf BHI-Komplexmedium. Daher scheint
die geringere Blaufarbung auf diesen Medium tatséchlich einer verringerten /acZ-
Expression zu entsprechen. Um diese qualititiven Beobachtungen zu

quantifizieren, wurde in Rohextrakten von C. glutamicum 13032::brmF-2-lacZ die
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B-Galaktosidase Aktivitdt bestimmt. Dabei wurde die Aktivitdt in CgXll-Minimal-
medium, sowie in BHI-Komplexmedium untersucht. Da ein weiteres denkbares
Substrat von BrnFE-2 kurzkettige Fettsduren sind, wurde in einem zusatzlichen
Experiment die Aktivitat in BHI-Medium plus 1 % Butterhydrolysat, das aus einem
Gemisch verschiedenster Fettsduren besteht, quantifiziert. Die p-Galaktosidase-
aktivitdt wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten in Rohextrakten von Zellen, die

in der exponentiellen Phase geerntet wurden, bestimmt.

R-Galaktosidase-Aktivitat
[mU/mg Protein]

Zeit [h]

Abb. 21: Spezifische pB-Galactosidaseaktivitidt des Stammes C. glutamicum 13032::
brnF-2-lacZ in CgXll-Minimalmedium (dunkel grau), auf BHI-Volimedium (hellgrau),
mit 1 % Buttersdurehydrolysat (weiB). Soweit Fehlerbalken angegeben, sind Mit-
telwerte aus drei Enzymtests einer Kultivierung mit deren Standardabweichungen
angegeben.

Wie in Abb. 21 erkennbar, ist die spezifische p-Galaktosidase-Aktivitat auf CgXIlI-
Medium nahezu doppelt so hoch, wie auf BHI-Medium. Offensichtlich ist die Ex-
pression von brnF-2 in Minimalmedium induziert, gegenitiber BHI-Vollmedium, was
bereits im Plattentest qualitativ beobachtet wurde. Die spezifische p-Gal-
aktosidaseaktivitat in BHI-Medium mit 1 % Buttersaurehydrolysat wurde in diesem
einen Experiment mit 7 mU/ mg bestimmt. Da diese Aktivitit, gegentber der
Aktivitat in BHI-Medium ohne Buttersaurehydrolysat praktisch nicht veréndert ist,
ist davon auszugehen, dass die in dem Hydrolysat vorhandenen Fettsauren die
brnF-2-Expression nicht beeinflussen und somit vermutlich kein Substrat von
BrnFE-2 darstellen.
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3.3 Untersuchungen zur Struktur des Isoleucinexporters

Bei Membranproteinen lassen sich Strukturvorhersagen relativ einfach aus der
Primarstruktur ableiten. Die Zuverlassigkeit der Ergebnisse, wie Hydropathie und
Amphipathie wird noch erhéht, wenn zur Analyse moéglichst viele Vertreter einer
Proteinfamilie herangezogen werden, da auf diese Weise Abweichungen in der
Struktur bei Einzelfallen vermieden werden (Zhai & Saier, 2001). Um die
durchschnittliche Hydropathie, Amphipathie und Ahnlichkeit zu bestimmen, wurde
das im Internet zur Verfigung stehende Programm AveHAS verwendet, dessen
Ergebnis fur BrnF und BrnE in Abb. 15 dargestellt ist. Es zeigen sich begrenzte
Bereiche hoher Hydrophobizitat, die sehr wahrscheinlich mit Transmembran-
helices korrelieren. Es macht 7 Transmembranhelices (TMH) fir BrnF und 4 fir
BrnE wahrscheinlich. Die durchschnittliche Ahnlichkeit ist am héchsten in den Be-
reichen hoher Hydrophobizitat, und somit der Transmembranhelices. Auffallend ist
auch die geringe Ahnlichkeit der BrnF-Proteine im N- und C-terminalen Bereich.
Bei den BrnE-Proteinen wiederum ist der N-Terminus bereits stark hydrophob und
bildet mdglicherweise eine Transmembranhelix.

Da davon auszugehen ist, dass viele Transmembrantransporter durch Gen-
duplikation entstanden sind (Saier, 1994; Murakami ef al., 2002), ist dies auch fir
BrnFE denkbar. Um dies zu untersuchen, wurde nach Ubereinstimmungen in der
Sequenz von BrnF und BrnE gesucht. Dabei zeigten beispielsweise die vier
letzten Transmembranhelices von BrnF bei M. loti Identitaten zum BrnE Protein,
wobei die Wahrscheinlichkeit zuflliger Sequenziibereinstimmung bei 10 lag.
Diese Wahrscheinlichkeit lasst zwar Homologien vermuten, ist aber unzureichend,

um einen gemeinsamen Urahn zu etablieren.
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Da die physiologischen Exportratenmessungen in C. glutamicum klar zeigten,
dass BrnF-1 und BrnE-1 nur gemeinsam einen funktionell aktiven Exportcarrier
bilden, wurde die vermutete Interaktion der Proteine untersucht. Eine Interaktion
von Proteinen kann nachgewiesen werden, indem eine Ko-Aufreinigung des Kom-
plexes erreicht wird. In C. glutamicum ist es bereits gelungen die Proteininter-
aktion des membranstandigen Atmungskettenkomplexes (CtaCDE und QcrABC)
durch Ko-Aufreinigung nachzuweisen (Niebisch and Bott, 2002). Dabei wurde
eines der Proteine mit einem Tag versehen und durch eine native Proteinauf-
reinigung die interagierenden Untereinheiten ko-aufgereinigt. Durch die Analyse
der ko-aufgereinigten Proteine mittels MALDI-TOF-MS konnten die interagierende
Proteine des Atmungskettenkomplexes identifiziert werden. Auf ahnliche Weise
wurde die Untersuchung mit dem Exportcarrier fur verzweigtkettige Aminosauren
BrnFE durchgefiihrt.

Fir die Untersuchungen wurden eine Fusion der Gene mit der Sequenz fiir sechs
Histidinreste durchgefuhrt, wobei das entstehende Protein durch Ni-NTA-Affinitats-
Chromatographie aufgereinigt werden kann. Zur Herstellung der His-Tag-Fusion
am 3’-Ende von bmE, wurde mit den Primern brnE-his-down_2 und upper-brmFE
ein 1269 bp groRRes Fragment in einer PCR gewonnen und in die Xbal-site des
multi-copy Plasmid pJC1 kloniert (Abb. 22). Das Insert des so erhaltenen
Plasmides wurde mit dem innerhalb von bmE anlagernden Primer 810-112-R3
ansequenziert und die in-frame Fusion der sechs Histidincodons mit brnE
nachgewiesen. Das Plasmid pJC1brmFE(His)s wurde durch Elektroporation in
C. glutamicumAbrnFE eingebracht. Um sicherzustellen, dass dieses Konstrukt
einen aktiven Exporter ausbildet, wurde die Exportrate fiir Isoleucin bestimmt. Die
dabei erhaltene Exportrate von 3,5 nmol min™* mg‘1 zeigt zwar, dass der Export
wieder hergestellt war, aber mit eingeschrankter Aktivitdt, was vermutlich auf die

Fusion mit den sechs Histidinresten zurtickzufuihren ist.
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arsR bmE bmF Ip
354 bp 318bp, | 324 bp 753 bp 453 bp
1 993 : 2652
PCR i bmFE(His), (1235 bp)
— brnE_His_ down_2 i» <« upper-bmFE
Xbal-Stopp-HHHHHH _Xbal
i brnF(His), (912 bp)
brnF_his_2 » < upper-brmFE
Xbal-Stopp-HHHHHH m——— X 52|
Klonierung
HHHHHH-brnF .
1 Ip
Rl 0
0
Cor ch1 bmFE-His, EcoR, pJC1 brnF-His,
7377bp  ~2000 7049 bp sl
. C.glutamicum C.glutamicum
Transformation 13032 AbrnFE 13032 AbrnF
C.glutamicum C.glutamicum
13032 AbrnFE 13032 AbrnF
pJC1brnFE-(His), pJC1brnF-(His),
Isoleucin- 3,5 nmol/ min" mg dw” 4,8 nmol/ min" mg dw"
Exportrate

Abb. 22: Schematische Ubersicht zur Konstruktion von His-Tag-Fusionsprotein von
BrnF (links) und BrnE (rechts). Oben ist die Anordnung der Gene durch dickere
Pfeile dargestellt. Die darunter liegenden Balken stellen die in der PCR ampli-
fizierten Fragmente dar, wobei die diinneren Pfeile die PCR-Primer markieren. Die
an die Balken geschriebenen Bezeichnungen stellen die durch die Primer einge-
fligten Kodons, bzw. Schnittstellen dar. Nach Klonierung in den multi-copy Vektor
pJC1 und anschlieBender Transformation von C. glutamicumAbrnFE bzw.
C. glutamicumAbrnF wurden die Exportraten fiir Isoleucin bestimmt. Die Export-
raten beider Deletionsstamme mit Leerplasmid war nicht nachweisbar.
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Mit dem Stamm C. glutamicumAbmFE/ pJC1brnFE(His)s wurde zunachst unter-
sucht, ob BrnE-(His)s direkt aus den Membranen von C. glutamicum tUber Ni-NTA-
Affinitatschromatographie gereinigt werden kann. Die Durchfiihrung erfolgte wie im
Material und Methoden-Teil beschrieben. Dabei zeigte sich, dass unter den ge-
wéhlten Bedingungen kein Protein von 8-12 kDa, was der Gré3e von BrnE-(His)s
entsprechen wiirde, nachgewiesen werden konnte. Da dieser Befund bedeuten
kénnte, dass die sechs Histidinreste von BrnE-(His)s aufgrund der nativen Kon-
formation nicht mit dem Sdulenmaterial interagieren, wurde der Rohextrakt und die
einzelnen Zellfraktionen, ohne weitere Aufreinigung auf Vorhandensein des mit
dem His-Tag versehene Proteins mittels Western Blot Analyse gepruft (Abb. 23).
Auch hier gelang es nicht, BrnE-(His)s nachzuweisen. Dies lafst vermuten, dass (i)
das His-Tag das Protein destabilisiert, (ii)) das die Proteinkonzentration unterhalb
der Nachweisgrenze liegt oder (iii) die Expression des brnE-Gens grundsatzlich

reduziert ist.

St1 2 3 4St 56 7 8

kDa kDa

66,4 == 66,4 == 7
20,0 = 20,0 =

14,3 — 14,3 =

Abb. 23: Nachweis von Proteinen nach gelelektrophoretischer Auftrennung in
einem 12 % Bis-Tris Gel (links) und dessen Analyse auf Vorhandensein eines His-
Tags im Western Blot (rechts). Aufgetragen wurden 16 pl der Zellfraktionen des
Wildtyps (1-4) und von C. glutamicum AbrnFE pJC1brnFE(His)s (5-8). (1/5: Roh-
extrakte; 2/6: Zelltriimmer; 3/7: Membranfraktion; 4/8: cytoplasmatische Fraktion).
Als Standard (St) wurde der vorgefarbte See Blue Marker von Invitrogene ver-
wendet.

Da die bei den Untersuchungen zu BrnE-(His)s aufgetauchten Probleme nicht
zwangslaufig auch bei Untersuchungen zu BrnF auftreten missen, wurde hier
ebenfalls eine Proteinaufreinigung eines mit sechs Histidinresten versehenen

Proteins durchgefiihrt. Zur Herstellung der C-terminalen His-Tag-Fusion wurde mit
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den Primern brnF_his_2 und upper-brnFE in einer PCR ein 947 bp groRes brnF-
PCR-Fragment erhalten, das in die Xbal von pUC18 kloniert wurde. Die Richtigkeit
des erhaltenen Plasmids pUC18bmF(His)s wurde durch Restriktionsanalyse
bestatigt und die in-frame Verknlipfung der sechs Histidincodons am 3’-Ende von
brmF durch Sequenzierung mit Standardprimern Uberprift. Das Xbal-Fragment
aus diesem Vektor wurde in die Xbal-site von pJC1 umkloniert und C. glutamicum
AbmF mit pJC1bmF(His)s transformiert. Die Wiederherstellung der Isoleucin-
exportrate auf 4,8 nmol min™ mg dw™ zeigte, dass dieses Gen exprimiert wird und
wiederum ein funktioneller Exporter durch BrnF-(His)s rekonstituiert wurde. Daher
wurde versucht BrnF-(His)s aus den Membranen von C. glutamicumAbrnF/
pJC1brmF(His)s Uber Ni-NTA-Chromatographie aufzureinigen. Parallel wurde ein
weiterer Versuch unternommen BrnE-(His)s aus C. glutamicumAbrnFE/
pJC1brmFE(His)s zu isolieren. Die Elutionsfraktionen dieser Aufreinigung wurden
mittels NuPage und Western Blot Analysen auf Vorhandensein der Proteine
untersucht (Abb. 24).

St1234St5678 St1 2 3 4St25 6 7 8

Abb. 24: Nachweis von Proteinen nach gelelektrophoretischer Auftrennung in
einem 12 % BisTris Gel (links) und dessen Analyse auf Vorhandensein eines His-
Tags im Western Blot (rechts). In Spur 1-4 sind die Elutionsfraktionen nach Auf-

reinigung moéglicher His-Tag-Proteine aus C. glutamicumAbrnF| pJC1brnF(His)s auf-
getragen. In Spur 5-8 sind die Elutionsfraktionen nach Aufreingung moéglicher His-
Tag-Proteine aus C. glutamicumAbrnFE|I pJC1brnFE(His); aufgetragen. rechts:
NuPage des mutmaBlichen BrnF-(His)s und BrnE-(His)s. links: Western Blot mit
Detektion der Proteine durch Ni-NTA-AP-Konjugat und anschlieBender Farbreaktion
mit NBT/BCIP der Elutionsfraktionen1-4. Als Standard (St) wurde der vorgefarbte
See Blue Marker von Invitrogene verwendet und die 6xHis-Protein Leiter (St2) von
Qiagen.
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Die Analyse der Elutionsfraktionen mittels NuPage zeigte zwei Proteine, die mit
ca. 20 kDa und ca. 10 kDa den Massen von BrnF-(His)s und BrnE-(His)s ent-
sprechen kénnten (Abb. 24). Die MALDI-TOF-MS Analyse dieser beiden Proteine,
die von S. Schaffer’” durchgefiihrt wurde, ergab aber, dass das Massenspektrum
nach tryptischem Verdau des 20 kDa-Proteins nicht mit den theoretischen Massen
BrnF- oder BrnE- spezifischer Fragmente tbereinstimmte. Die Massen des ca. 10
kDa-Proteins stimmten mit denen eines ribosomalen Proteins Uberein. Somit
handelt es sich bei den beiden Proteinen nicht um BrnF-(His)s oder BrnE-(His)s.
Auch die Western Blot Analyse der Elutionsfraktionen ergab keinen Hinweis auf
ein His-Tag-Protein in entsprechender GréRe, obwohl die Detektion der 6x-His-
Proteine des Standards einwandfrei war. Demnach ist es ebenfalls nicht mdglich
BrnF-(His)s wie BrnE-(His)s direkt in nachweisbarer Menge aufzureinigen. Daher
wurde versucht, in einem letzten Ansatz BrnF-(His)s ohne weitere Aufreinigung
durch Western Blot Analysen in Zellfraktionen nachzuweisen. Das ca. 28,7 kDa
Protein konnte unter keiner der gewahlten Bedingungen nachgewiesen werden.
Auch in E. coli war mit dem Konstrukt pUC18bmF(His)s der Nachweis des
spezifischen Proteins nicht méglich. Da es sich als schwierig erwies, die His-Tag-
Proteine Uberhaupt nachzuweisen und so die zum Ziel gesetzte Koaufreinigung
des Komplexes nicht méglich ist, wurden hierzu die Arbeiten eingestellt.

Ahnliche Erfahrungen wurden bei Protein-biochemischen Untersuchungen zum
Lysinexporter (LysE) gemacht. Durch Uberexpression von lysE durch das multi-
copy Plasmid pJC1 war es nicht méglich, LysE durch Western Blot Analysen mit
anschlieBender Immunreaktion nachzuweisen, was auf dullerst geringe Protein-
konzentrationen schlielRen 1aBt (Vrljic et al., 1996; B. Haier, Dissertation 2000,
Kéln).

7 Arbeitsgruppe M. Bott, Institut furr Biotechnologie 1, Forschungszentrum Jiilich
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4 Einfluss des Transportes verzweigtkettiger Aminosauren auf die

Isoleucinbildung mit C. glutamicum

Wie die Arbeiten von Morbach et al.,, 1996 zeigten, kann der Export von L-
Isoleucin die Produktion limitieren. Dies ist zu schlieBen, da die interne
Konzentration von L-Isoleucin und dessen unmittelbarer Vorstufe o-Ketomethyl-
valerat wahrend der Produktion fast doppelt so hoch ist, wie deren externe
Konzentrationen. Des weiteren wurde von T. Hermann (Dissertation, 1998)
vermutet, dass die Aufnahme von L-Isoleucin durch das Aufnahmesystem BrnQ
nachteilig fir die Produktion ist, da die Aufnahme der externen Akkumulation
entgegen wirkt (Tauch etal., 1998). Es wurde deswegen der Einfluss des
identifizierten Exportcarriers BrnFE sowie der Einfluss des Importcarriers BrnQ auf

die Produktion von L-Isoleucin untersucht.

In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob die Isoleucinbildung durch
Uberexpression der Isoleucinexportergene generell verbessert werden kann. Um
das in Kapitel 2.2 beschriebene Konstrukt pJC1bmFE verwenden zu kénnen, das
die Exportrate fur Isoleucin nachweislich verbessert (siehe Kapitel 2.3), wurde der
Lysin- und Threoninproduzent C. glutamicum DM368-2 verwendet (Reinscheidt ef
al.,, 1994). Dieser Stamm besitzt die Gene der feed-back resistenten Aspartat-
kinase und Homoserindehydrogenase und scheidet neben Lysin und Threonin ca.
1 mM Isoleucin aus. Diese geringe Produktkonzentration sollte mégliche toxische
Sekundéreffekte ausschliessen. Zur Uberexpression der Exportergene wurde in
diesen Stamm pJC1bmFE eingebracht. Als Kontrollstamm wurde DM368-2/ pZ1
verwendet. Um nun zu priifen, ob die Uberexpression der Exportergene die
Isoleucinbildung verbessert, wurde ein Wachstumsexperiment mit Minimalmedium
CgXll plus 4 % Glucose durchgefuhrt und die externen Isoleucinkonzentrationen
nach 24, 48 und 72 h bestimmt (Abb. 25).
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Abb. 25: Einfluss von BrnFE auf die Isoleucinbildung mit C. glutamicum DM368-2.
Gezeigt ist die ODgy (Linien) und die externe Isoleucinkonzentration (Balken)
wdahrend einer Kultivierung der Stamme DM368-2/ pZ1 (M, bzw. schwarze Balken)
und DM368-2/ pJC1brnFE bzw. graue Balken) in CgXIl mit 4 % Glucose.

Es wird deutlich, dass die externe Isoleucinkonzentration im bmFE-(iber-
exprimierenden Stamm Uber die gesamte Kultivierungsdauer héher ist als im
Kontrollstamm DM368-2/ pZ1. Das Wachstum beider Stdmme ist nahezu id-
entisch. Damit ist gezeigt, dass es prinzipiell méglich ist durch Uberexpression der
Exportergene die Isoleucinbildung zu verbessern. Allerdings handelt es sich um
sehr geringe Isoleucinkonzentrationen und es ist fraglich, ob dieser Effekt bei

Stadmmen mit verbesserter Produktionsleistung ebenfalls zu beobachten ist.

Um dies im folgenden zu untersuchen wurden die zur Zeit besten zur Verfligung
stehenden Isoleucinproduzenten aus den Arbeiten von Morbach et al. (1996) ver-
wendet. Hier wurde ausgehend von dem fir Leucin auxotrophen Lysin-
produzenten MH20-22B durch Uberexpression und Deregulierung von Threonin-

bzw. Isoleucinsynthesegenen eine externe Akkumulation bis zu 65 mM erreicht.
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4.1 Einfluss des Exporters BrnFE auf die Isoleucinbildung in MH20-
22BAlysA

Um die Lysinbildung wahrend der Isoleucinproduktion zu unterbinden, nicht aber
die Bildung des fir die Zellwand wichtigen meso-Diaminopimelats, wurde das
lysA-Gen (Oguiza, 1993), das fiir die den letzten Schritt der Lysinsynthese
katalysierende Diaminopimelatdecarboxylase kodiert, deletiet und MH20-
22BAlysA erhalten. Zur gemeinsamen Uberexpression der Exportergene brmFE
mit den Isoleucinbiosynthesegenen, wurde der Vektor pECMS3ilvA"'brmFE
konstruiert.

Um nachzuweisen, dass durch dieses Plasmid der Export von Isoleucin vermittelt
werden kann, wurde mit Kontrollstimmen die Exportrate bestimmt. Dazu wurde
pECM3ilvA™brnFE und pECM3ilvA™ in C. glutamicum 13032 und C. glutamicum
13032AbrnFE durch Konjugation eingebracht. Die erhaltenen Exportraten fiir

Isoleucin sind in Tab. 18 dargestelit.

Tab. 18: Priifung der Funktion des durch pECM3ilvA"*brnFE kodierten Isoleucin-
exporters in C. glutamicum 13032 durch Messung der Exportraten.

C. glutamicum L-Isoleucinexportrate
Stamm (nmol min™ mg™)
13032/ pECM3ilvA™ 6,8; 5,7°

13032/ pECM3ilvA"'brnFE 86;7,7°
13032AbrnFE/ pECM3ilvA™ 0,5

13032AbrnFE/ pECM3ilvA*brnFE 5,6

2 Es wurden zwei Werte unabhingig bestimmt.

Die Daten aus Tab. 1 zeigen, dass der Export von Isoleucin durch das Konstrukt
PECMB3ilvVAMbrFE vermittelt und auch leicht gesteigert werden kann. Daher
wurde dieses Plasmid in den Stamm MH20-22BAlysA zusammen mit dem weitere
Isoleucinsynthesegene (iberexprimierenden Plasmid pEKOhom™thrBthrC ein-
gebracht. Drei Klone des Kontrollstammes MH20-22BAlysA/ pEKOhom™ thrBthrC
pECM3ilvA™ lagen bereits vor (K. Krumbach), wobei hier beide Plasmide durch

Elektroporation eingebracht worden waren.
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Zur Untersuchung der Produktbildung wurden je drei Klone dieses Stammpaares
in CgXll mit 4 % Glucose und je 2,1 mM Lysin und Leucin, sowie 7 ug/ ml
Chloramphenicol und 25 pg/ ml Kanamycin kultiviert. Die Aminosdurekon-
zentrationen im Kulturiiberstand wurden nach 12, 24 und 48 h bestimmt. Dabei
zeigte sich mit geringer Abweichung eine maximale Konzentration von 60 mM im
brnFE-Uberexprimierenden Stamm. Da der Kontrollstamm, ohne bmFE-Uber-
expression lediglich ca. 45 mM Isoleucin extern akkumuliert, deutete dies auf
einen starken Effekt der brnFE-Uberexpression hin. Die externe Isoleucin-
akkumulation wurde in einer unabhangigen Kultivierung kontrolliert, indem nur je
ein Klon dreifach parallel kultiviert wurde (Abb. 26).
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Abb. 26: Einfluss von BrnFE auf die Isoleucinbildung in MH20-22BAlysA-Stammen.
Die Stimme enthielten pEKOhom™thrBthrC pECM3ilvA" (dunkel, W) oder
pEKOhom ™ thrBthrC pECM3ilvA*brnFE (hell, ). Die externen Isoleucinkon-
zentrationen sind in Balken und die ODgy in Linien dargestellt. A: Mittelwerte mit
Standardabweichung von je drei unabhangigen Klonen. B: Mittelwerte mit
Standardabweichung einer zuséatzlichen Kultivierung je eines einzelnen Klons in
drei parallelen Ansatzen. Alle Kultivierungen wurden in CgXIll-Minimalmedium mit
4 % Glucose durchgefiihrt.

Auch bei dieser Kultivierung zeigte sich reproduzierbar und mit nur kleinen Fehler-
balken eine Verbesserung der Isoleucinbildung durch Uberexpression von brnFE.

Wie erwartet, ist bei diesen Stdammen keine Lysinausscheidung zu beobachten.
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Diese Experimente zeigten einen Uberraschend starken, positiven Effekt der
brnFE-Expression auf die externe Akkumulation von L-Isoleucin. In diesem
Experiment war der Referenzstamm aus einer Glycerinkultur des Labors ent-
nommen. Da bei der mehrstufigen Konstruktion, die Konjugations- und Elektro-
porationsschritte beinhaltete, bei jedem Schritt eine Klonauswahl unvermeidbar ist
und Klon-zu-Klon Variationen insbesondere bei der Produktbildung eine sehr
groRe Rolle spielen kénnen, wurden zur Uberpriifung des Experimentes erneut
ausgehend von MH20-22BAlysA/ pEKOhom™thrBthrC beide Stamme parallel her-
gestellt. Jeweils drei unabhédngige Klone der mit “Re“ bezeichneten Stdmme
wurden in CgXll-Medium mit 4 % Glucose, 2,8 mM Leucin, 2,2 mM Lysin, sowie

7 ug/ ml Chloramphenicol und 25 ug/ ml Kanamycin kultiviert (Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss von BrnFE auf die Isoleucinbildung in MH20-22BA/ysA-Stammen.
Die Stimme enthielten pEKOhom™thrBthrC pECM3ilvA"* (dunkel, W) oder
pEKOhom ™ thrBthrC pECM3ilvA™brnFE (hell, ¢). Mittelwerte der Isoleucin-
konzentrationen (Balken) und der ODgy (Linien) mit Standardabweichung bei
Kultivierungen in CgXll-Minimalmedium mit 4 % Glucose.

Wie aus Abb. 27 ersichtlich, liegt die externe Isoleucinkonzentration der beiden
Stdmme sehr dicht beieinander, so dass die Unterschiede innerhalb der Fehler-
balken liegen. Dieser relativ geringe Unterschied im Vergleich zum vorigen Ex-

periment (Abb. 26) weist darauf hin, dass mégliche Klon-zu-Klon Variationen die
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Produktbildung der Stamme beeinflussen. Solche Variationen sind bekannt und
werden teilweise auch gezielt bei der Stammentwicklung eingesetzt. So ist beim
derzeit fir die Cysteinproduktion benutzten E. coli Stamm nach jedem Schritt des
metabolic engineering aus mehreren Klonen der jeweils beste weiter benutzt
worden (P. Heinrich, Wakker Chemie, persénliche Mitteilung).

Da wahrend der Kultivierung der Isoleucinproduktionsstdmme 2zu allen
gemessenen Zeitpunkten eine tendenziell hdéhere Isoleucinkonzentration im
brnFE-Uberexpremierer vorlag, kann angenommen werden, dass die Produkt-

bildung in sehr geringem Male verbessert wird.

In weiteren Experimenten war angestrebt den Einfluss des Isoleucinexportes auf
die Produktion mit dem Stamm M20-22A/ysA weiter zu charakterisieren, indem die
Gene des Isoleucinexporters deletiert werden sollten. Die Abwesenheit von brnFE
sollte zu einer geringeren externen Isoleucinakkumulation fihren, was somit die
Bedeutung des aktiven Exportes fir die Produktion unterstreichen wirde. Die
Deletion von brnFE im Stamm M20-22BAlysA gelang erst nach mehreren An-
satzen (Abb. 43, Anhang), doch konnten in MH20-22BAlysAAbrnFE nicht die
beiden fir die Produktion entscheidenden Plasmide eingebracht werden. Aufgrund
dieser Schwierigkeiten musste auf die Charakterisierung entsprechender Stdmme

mit brnFE- und lysA-Deletion verzichtet werden.

4.2 Einfluss des Aufnahmesystems BrnQ auf die Isoleucinbildung

Um den Einfluss des Aufnahmesystems zu untersuchen, wurde das brnQ-Gen in
den Stammen C. glutamicum 13032, MH20-22B und MH20-22BAlysA deletiert.
Bei der Uberpriifung des Phéanotyps der erhaltenen Stidmme zeigte sich wie
erwartet, dass MH20-22BAbmQ Leucin-auxotroph war und 13032AbrmQ auf
CgXll-Medium ohne Supplemente wuchs. Da der Stamm MH20-22BAlysAAbmQ
nicht in der Lage war auf CgXll mit Leucin und Lysin zu wachsen, wurden die
Arbeiten mit diesem Stamm eingestellt und der Einfluss des Aufnahmesystems
nur in MH20-22BAbrnQ untersucht.

Nach dem Einbringen der Plasmide pEKOhom™thrBthrC und pECM3ilvA™ bzw.
PECM3ilvA™bmFE in die Stamme MH20-22B und MH20-22BAbrmQ wurden je-



90 Ergebnisse

weils drei Klone der so erhaltenen vier verschiedenen Stdmme in CgXIl mit 4 %
Glucose und 3,9 mM Leucin, sowie 7 ug/ ml Chloramphenicol und 25 ug/ ml
Kanamycin, kultiviert und die Isoleucinbildung sowie die Leucinaufnahme
quantifiziert (Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss von BrnFE und BrnQ auf die Isoleucinbildung in MH20-22B- und
MH20-22BAbrnQ-Stimmen. Die Stamme enthielten pEKOhom™thrBthrC mit
pECM3ilvA" oder pECM3ilvA™brnFE. Angegeben sind die Mittelwerte der Isoleucin-
konzentration als Balken mit Standardabweichung.

MH20-22B/ pEKOhom™ thrBthrC pECM3ilvA™ (dunkel),

MH20-22B/ pEKOhom™™ thrBthrC pECM3ilvA*"'brnFE (grau),

MH20-22BAbrnQ /| pEKOhom™ thrBthrC pECM3ilvA*'brnFE (hellgrau),
MH20-22BAbrnQ | pEKOhom™ thrBthrC pECM3ilvA™ (weiR)

Bei diesem Experiment wurden vergleichbare Wachstumsraten zwischen 0,15 h™
und 0,18 h' ermittelt. Die detaillierten Daten sind tabellarisch im Anhang auf-
gefuhrt (Tab. 21). Es zeigten sich keine sehr starken Unterschiede in der Iso-
leucinbildung, da in allen Fallen die Fehlerbalken Uberlappen. Zu jedem Zeitpunkt
sind jedoch bestimmte Tendenzen zu erkennen, wobei (i) durch brnFE-

Uberexpression zu jedem Zeitpunkt mehr Isoleucin gebildet wird, als mit den
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entsprechenden Kontrollstdmmen. (ii) Beim Vergleich der brnQ-Deletion mit der
Wildtypsituation zeigt sich jedoch weder durch das Plasmid pECM3ilvA"brnFE
noch durch pECM3iIvAWt eine klare Tendenz, da die Isoleucinkonzentrationen im
Kultivierungsverlauf schon beim selben Stamm schwanken. Der brnQ-De-
letionsstamm, der das Konstrukt pECM3ilvA™bmFE enthalt, scheidet zwar im
Mittel die groRte Endproduktkonzentration nach 48 h aus (Tab. 21, Anhang), doch
sind hier die Fehlerbalken auch besonders groR und dieser Effekt ist nicht
kontinuierlich wahrend der Kultivierung zu beobachten.

Die Analyse des zu Anfang zugesetzten Leucins ergab eine reduzierte Aufnahme
des Leucins in der brnQ-Deletionsmutante. Sie betragt in beiden brnQ-Deletions-
stammen etwa 0,021 mM/ h und in den Vergleichsstammen 0,029 bzw. 0,03 mM/
h. Da BrnQ neben Isoleucin wahrscheinlich auch Valin und Leucin aufnimmt
(Ebbighausen ef al., 1989b), ist die reduzierte Aufnahme von Leucin mdglicher-
weise auf die brnQ-Deletion zurlckzufilhren. Da Leucin in diesem Fall aus-
schlieRlich durch Diffusion aufgenommen werden musste, sind negative Effekte
auf das Wachstum der Stdmme nicht auszuschlieRen. Weiterhin ist festzustellen,
dass die brmQ-Deletionsstdmme lediglich maximal ca. 5 mM Lysin ausscheiden,
wahrend die Stimme MH20-22B/ pEKOhom™thrBthrC pECM3ilvA™ und MH20-
22B/ pEKOhom ™ thrBthrC pECM3ilvA*bmFE im Mittel bis zu 25 mM Lysin bilden
(Tab. 21, Anhang). Um eine zusatzliche statistische Aussage treffen zu kdnnen
wurden alle Klone erneut durch Amino GmbH kultiviert und die Daten sind in Tab.
20 im Anhang aufgefuhrt. Bei den Analysen zeigte sich, dass eine gute
Reproduzierbarkeit beztglich der Produktkonzentrationen in Doppelbestimmungen
eines Klons vorlag. Dennoch sind schon nach 24 h groBRe Abweichung zwischen
den einzelnen Klonen eines Stammes erkennbar, was mit unterschiedlichem
Wachstum und Glucoseverbrauch korreliert. Aus diesem Grund sind die
gebildeten Isoleucinkonzentrationen nicht mit denen der oben durchgefuhrten

Kultivierung vergleichbar.
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IV. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden ungerichtete Transposonmutanten auf Sensitivitat
gegenliber Isoleucyl-Isoleucin getestet, was zur molekularen Identifizierung des
Isoleucinexporters BrnFE in C. glutamicum flhrte. Dies wirft die Frage auf,
wodurch Peptidsensitivitat bedingt wird. Neben anderen Mikroorganismen ist auch
E. coli fur die Fahigkeit bekannt Aminosduren aus Peptiden zu bilden, wobei hier
nachgewiesen wurde, dass die Peptide durch unspezifische Di- oder Tripeptid-
Aufnahmesysteme aufgenommen und zellintern durch Hydrolasen in die ent-
sprechenden Aminoséuren gespalten werden (Payne et al., 1994; Payne & Bell,
1979). Auch C. glutamicum ist durch einen vermutlich dhnlichen Mechanismus in
der Lage, Peptide aufzunehmen und intrazellular zu hydrolysieren (Zittrich &
Krdmer, 1994). Dadurch kann es zu einer voribergehenden internen
Akkumulation der Aminosauren kommen, aus denen das Peptid besteht (Zittrich &
Kramer, 1994; Vrljic et al., 1996; Simic et al., 2001). In diesen Fallen wurde
beobachtet, dass hohe interne Metabolitkonzentrationen mit reduziertem
Wachstum korrelierten (Vrljic et al., 1996, Simic et al., 2001), was auf toxische
Effekte schlieRen lasst. Wodurch diese letztendlich bedingt werden, ist noch
unklar. Aber flr Lysin wére eine Interaktion der positiven Ladung der Aminogruppe
mit den Phosphorylgruppen der DNA denkbar, wodurch eine Stérung der
Transkription und DNA-Replikation mdéglich waéare. Fir hohe interne
Isoleucinkonzentrationen ware aufgrund der aliphatischen Seitenkette dieser
Aminoséure eine Interaktion mit der Membran bzw. Lipiden der Zellwand méglich,
was zur beobachteten Sensitivitét filhren kénnte. Bei dreien der Peptid-sensitiven
Transposonmutanten, sind die inaktivierten Genprodukte nicht am Export von
Isoleucin direkt beteiligt. Trotzdem kénnte bei ihnen ein Einfluss auf die Aktivitat
des identifizierten Carriers bestehen. So wurde fur C. glutamicum festgestellt,
dass Veranderungen in der Zellwand die Exkretion von Aminosduren beeinflussen
(Eggeling et al., 2001). Ferner wurde eine im Lysinexport defekte Mutante isoliert,
die weder eine Mutation im Lysinexportergen lyskE, noch im Regulatorgen lysG
aufwies (Vrljic etal, 1995, Eggeling & Sahm, 2001). Die Ursache dieses
Exportdefektes ist bisher nicht bekannt, es wird jedoch ein Veranderung der
Zellwand vermutet. Bei Pseudomonas aeruginosa wurde festgestellt, dass die

Sekundarstruktur des Aufnahmecarriers fir verzweigtkettige Aminosauren durch
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Phospholipide stabilisiert werden kann (Uratani et al., 1999). Auch beim Screening
von Transposonmutanten auf Sensitivitdt gegeniber Threonin-haltigem Peptid
wurden Gene identifiziert, deren Genprodukte nicht unmittelbar am Export von
Threonin beteiligt sind (P. Simic, Dissertation, 2000). So ist in einer Mutante das
Gen einer Trehalose-6-Phosphatsynthase inaktiviert. Dessen Funktion im Zu-
sammenhang mit erhdhter Threonin-Sensitivitdt war bislang unbekannt. Mittler-
weile hat sich aber herausgestellt, dass bei reduziertem Trehalosegehalt von
C. glutamicum der Efflux von Aminosauren wie Lysin oder Glutamat erheblich
gesteigert ist (lzui et al., 2002). Da Trehalose in C. glutamicum als Trehalose-
mycolat und Trehalosedimycolat Baustein der Zellwand ist, sind diese neuesten
Befunde zumindest ein Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem Zell-
wandaufbau und dem Effluxverhalten. Die beim Screening auf Isoleucyl-Isoleucin
Sensitivitat identifziete Mg?*-Chelatase konnte im Zusammenhang mit der
Integritét der Lipidmembran bestehen. So ist fur eine E. coli Mutante bekannt,
dass deren verdnderte Phospholipidzusammensetzung eine erhéhte Bedurftigkeit
an zweiwertigen lonen, insbesondere an Ca®* und Mg?* zur Folge hat
(DeChavigny et al., 1991). Es wird angenommen, dass diese zweiwertigen lonen
zusammen mit bestimmten Lipiden die Funktion des nicht mehr vorhandenen
Lipides Gibernehmen kénnen und auf diese Weise die Membranintegritat wieder
hergestellt wird (DeChavigny et al., 1991; Kruijff de, 1997). Da der entsprechende
Genort der Mg?*-Chelatase in C. glutamicum nicht inaktiviert werden konnte, ist
davon auszugehen, dass dieses Protein eine essentielle Rolle fur C. glutamicum

spielt.

Fir den identifizierten Exportcarrier BrnFE in C. glutamicum wurde festgestellt,
dass die Peptidsensitivitat nach Inaktivierung mit dem Unvermdgen korreliert, L-
Isoleucin aktiv zu exportieren. Weiterhin wurde durch Exportratenmessungen
festgestellt, dass BrnFE in C. glutamicum der einzige am Export von Isoleucin
beteiligte Carrier ist. Auch flir den Lysinexportcarrier LysE wurde bei Inaktivierung
kein Lysinexport mehr festgestellt (Vrljic ef al., 1996). Im Gegensatz dazu wurde
beim Threoninexporter ThrE nach Inaktivierung noch Export gemessen, was auf
die Existenz eines zweiten Carriers hinweist (Simic ef al., 2001). Die Unter-
suchungen zur Spezifitdt ergaben, dass BrnFE neben L-Isoleucin auch L-Leucin

und L-Valin exportiert, wobei Valin die geringste Affinitdt zum Carrier hat. Nach
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friheren Kompetitionsexperimenten wurde bereits vermutet, dass auch Leucin
durch den gleichen Carrier exportiert wird, Valin aber eher nicht (Zittrich & Kramer,
1994; Hermann & Kramer, 1996). Durch die direkte Bestimmung der Exportrate
konnte in dieser Arbeit die Frage der Spezifitdt geklart werden. Die beobachtete
Sensitivitdt der brnFE-Deletionsmutante gegenilber den toxischen Derivaten
Norleucin und Norvalin weist auf den Transport auch dieser Substanzen durch
BrnFE hin. Dies zeigt, dass die Substratspezifitat nicht sehr eng begrenzt ist. Eine
breite Substratspezifitdt kann ebenfalls fir das Aufnahmesystem der verzweigt-
kettigen Aminosaduren in C. glutamicum angenommen werden, da Kompetitions-
experimente eine Hemmung der Isoleucinaufnahme durch beispielsweise D,L-
Azaleucin und Norvalin bis zu 53 % zeigten (Ebbighausen et al., 1989b). Im
Gegensatz dazu exportiert der Lysinexporter LysE sehr spezifisch Lysin und
Arginin, nicht aber die ebenfalls basischen Aminosduren Citrullin, Ornithin und
Histidin (Bellmann ef al., 2001).

In C. glutamicum liegt das Gen des /rp-dhnlichen Regulators stromaufwérts, aber
in divergenter Orientierung zu bmF. In E. coli wird die Expression einer Vielzahl
von Genen teilweise Leucin-abhéngig durch Lrp reguliert (Newman et al., 1987).
Kirzlich wurde durch Genom-weite Analysen festgestellt, dass Lrp in E. coli fast
1/10 aller Gene abhéangig von der Wachstumsphase reguliert (Tani et al., 2002).
Es sind jedoch auch Irp-dhnliche Regulatoren bekannt, die spezifisch die
Expression nur eines Genes, oder Operons regulieren. So ist in B. subtilis der Lrp-
ahnliche Regulator AzIB nur an der Expressionskontrolle des az/-Operons beteiligt
(Belitsky et al., 1997). In C. glutamicum war die Exportrate fur Isoleucin in der in
Irp Inaktivierungsmutante stark reduziert und in der Irp-Deletionsmutante nicht
mehr nachweisbar. Dies deutet stark darauf hin, dass Lrp als Aktivator der brnFE-
Expression benétigt wird. Auf der anderen Seite wird durch die Uberexpression
von /rp durch das multi-copy Plasmid pZ1 keine verstarkte Exportrate gemessen.
Dies lasst vermuten, dass entweder das System unter den angewendeten Be-
dingungen maximal induziert ist oder Lrp die eigene Expression negativ auto-
reguliert, wie es fur AzIB in B. subtilis (Belitsky et al., 1997) beobachtet wurde. Ob
Lrp in C. glutamicum ebenfalls ein globaler Regulator ist, ist bisher nicht bekannt.
Auch die Expression des Lysinexportergens /ysE wird durch den divergent

transkribierten Regulator LysG reguliert. Obwohl /ysG nicht essentiell fir den
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Export von Lysin ist (Vrljic etal, 1996), wurde durch Expressionsstudien
festgestellt, dass es sich um einen positiven Regulator handelt (Bellmann et al.,
2001).

Der in C. glutamicum identifizierte Exportcarrier BrnFE weist einige strukturelle
Besonderheiten auf. So wurde durch die Bestimmung der Exportrate mit den
verschiedenen Konstrukten nachgewiesen, dass beide Proteine zusammen fiir
den Export benétigt werden. Dies legt eine heterodimere Struktur des Export-
carriers nahe. Da die meisten sekundaren Transporter als Monomer oder
Homodimer aktiv sind, ist die Struktur von BrnFE ungewdhnlich. Auch die Carrier
der ThrE-Familie stellen eine Besonderheit dar (Yen ef al.,, 2002), wobei der
Exporter aus C. glutamicum das einzige bislang funktionell charakterisierte
Protein ist (Simic et al., 2001). Dieser aus vermutlich 10 Transmembranhelices
bestehende Carrier wird in C. glutamicum und weiteren Organismen durch ein
Gen kodiert (Yen et al., 2002). Bei vielen Gram negativen Bakterien wird der
Carrier aber durch zwei benachbarte Gene kodiert (Yen et al., 2002), die jeweils
Proteine mit § Transmembranhelices ausbilden. Da zwischen den beiden
hydrophoben Domanen von ThrE Sequenzidentitdten bestehen, wird hier eine
Genduplikation im Verlaufe der Evolution vorgeschlagen. Die heterodimere
Struktur der durch zwei Gene kodierten ThrE-Carrier kommt somit der eines
Homodimers nahe (Yen et al., 2002). Fir BrnF und BrnE kénnte angenommen
werden, dass eine Gentriplikation im Laufe der Evolution stattgefunden hat.
Allerdings sind die Identitaten zwischen BrnE und den Halften von BrnF zu gering
um auf eine Verwandtschaft zu schlieflen. AuBerdem wurde fir brnFE in keinem
einzigen Organismus eine Fusion der Gene oder eine getrennte Kodierung der
zwei BrnF-Halften festgestellt, sondern es zeigt sich stets die gleiche getrennte
Kodierung von BrnF und BrnE (Abb. 29).
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Abb. 29: Genanordnung einiger ausgewahlter Mitglieder der LIV-E Familie.
Abbkiirzungen, die nicht im Text beschrieben sind: pcnA: Poly-A-Polymerase;
copP: Kupferbindeprotein; serS: Seryl-tRNA Syntethase: ; araC: Regulator der
AraC-Familie, lysR: LysR-type Regulator; cIpA: caseinolytische Protease; ampsS:
Aminopeptidase; MFS: Transporter der major facilitator superfamily (Blattner et al.,
1997); emr: Erythromycinexporter (Miller et al., 1996); czcA: Cadmium-Zink-Kobalt
Resistenzgen (Tomb et al., 1997).

Da die meisten Transporter 10-14 Transmembranhelices besitzen (Jack et al,,
2001), wird fir Translokatoren, die aufgrund geringerer GrélRe weniger Trans-
membranhelices ausbilden kdnnen, eine Homodi- oder oligomerisierung vor-
geschlagen (Putmann et al., 2000). So wird dies auch fiir den aus wahrscheinlich

funf Transmembranhelices bestehenden Lysinexportcarrier LysE aus C. glu-
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tamicum diskutiert (Bellmann et al., 2001; B. Haier, Dissertation, 2000). Die
kleinsten sekundér aktiven Transporter gehéren zur Familie der small multidrug
resistance (SMR) Proteine (Paulsen et al., 1996a). Sie besitzen bei einer durch-
schnittlichen GréRe von etwa 100 Aminosaureresten vier transmembrane Helices
(Putmann et al., 2000). In der Regel werden diese SMR Transporter durch ein
Gen kodiert (Putmann et al., 2000). Uberraschenderweise werden in B. subtilis die
meisten dieser Systeme aber durch zwei sehr ahnliche, homologe Gene kodiert
(Putmann et al., 2000). Obwohl die Proteine des Exporters fiir Ethidiumbromid
EbrA und EbrB zu 46 % aus identischen Aminosaureresten bestehen, wurde
durch physiologische Analysen gezeigt, dass beide Genprodukte fur der
Vermittlung der Resistenz essentiell sind (Masaoka ef al., 2000). Somit besteht
der aktive Exporter EbrA und EbrB vermutlich aus einem Oligomer zweier
homologer Proteine. Da BrnF und BrnE aber keine signifikante Ahnlichkeit
zueinander aufweisen, stellt der heterodimere Aufbau dieses Exporters eine recht
ungewdhnliche Struktur dar. Flir das Malonataufnahmesystem MadLM in
Malonomonas rubra, das aus einem Protein mit sieben (MadM) und einem mit vier
(MadL) Transmembranhelices besteht, ist gezeigt, dass die Aufnahme nur bei
Anwesenheit beider Gene katalysiert wird (Schaffitzel ef al., 1998). Bisher ist
MadLM das einzige weitere, gut untersuchte System mit einem &hnlich

ungewdhnlichen strukturellem Aufbau wie BrnEF.

Die Hydrophobizitatsanalyse, die nach Zhai und Saier (2001) durchgeflihrt wurde,

ergibt, dass BrnF vermutlich sieben und BrnE vier Transmembranhelices besitzt (

Abb. 30). Abweichend davon, sagen Vorhersagen mit anderen Programmen, je
nach Parametereinstellung, lediglich nur sechs Transmembranhelices fur BrnF
voraus (Rost et al., 1995). Fir den y-Aminobuttersaure Transporter GabP aus

E. coli wurde zunachst ein Topologiemodell mit 12, 13 oder 14 Transmembran-
helices aufgestellt (Hu & King, 1998). Experimentelle Untesuchungen belegen
jedoch eine Struktur mit 12 Transmembranhelices (Hu & King, 1998). Um fur BrnF
und BrnE eine genauere Vorstellungen der Topologie zu erhalten, misste eine
experimentelle Uberpriifung, zum Beispiel mittels phoA- oder lacZ-Fusionen,
erfolgen (Alexeyev & Winkler, 1999).
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BrnF BrnE

aussen

Abb. 30: Topologiemodell fiir BrnF und BrnE nach Zhai und Saier (2001), wobei die
Zylinder Transmembranhelices darstellen und im Hintergrund die Membran
schematisch eingezeichnet ist. Die Positionen konservierter Reste sind fiir BrnFE-1
von C. glutamicum angegeben. Die Kleinbuchstaben zeigen eine Konservierung in
iiber 70 %, die GroRbuchstaben eine in liber 95% der Organismen an.

Interessant ist, dass neben zahlreichen hydrophoben Aminosaureresten auch
einige geladene Reste in BrnF und BrnE konserviert sind. So findet sich in BrnF in
der dritten und in BrnE in der ersten Transmembranhelix ein positiv geladener
Argininrest. Geladene transmembrane Aminosaurereste kénnen beim Transport
eine wichtige Rolle spielen (Paulsen et al., 1996, Muth und Schuldiner, 2000). So
sind im Na*-Protonen Antiporter von E. coli drei transmembrane Aspartatreste
konserviert, die flr die Funktion essentiell sind (Inoue et al., 1995). Da dies auch
bei anderen Kationen-gekoppelten Transportern festgestellt wurde, liegt der
Schluss nahe, dass diese negativ geladenen Aspartatreste fir die Bindung der
Kationen essentiell sind. Flr den Isoleucinexport wurde als treibende Kraft eine
Kotranslokation von Hydroxylionen vorgeschlagen (Hermann & Kramer, 1996). Da
die beiden positiv geladenen transmembranen Argininreste konserviert sind, ware
im einfachsten Falle denkbar, dass diese direkt an der Bindung der Hydroxylionen
beteiligt sind. Bei der mitochondrialen Carrier Familie sind positiv geladene

Aminoséurereste in transmembranen Helices konserviert, die flir den Transport
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von Anionen essentiell sind (Laoli, 1999). So sind z.B. im uncoupling protein zwei
Argininreste konserviert, die an der Translokation von Chloridionen beteiligt sind
(Klingenberg & Echtay, 2001). Weiterhin liegen in BrnF vier und in BrnE ein
konservierter Glycinrest vor. Glycinreste kommen haufig in Transmembranhelices
vor, sind aber fur die Funktion nicht immer essentiell. Bei den Untersuchungen zur
Lactosepermease aus E. coli wurden alle 417 Aminoséaurereste individuell gegen
Cystein ausgetauscht. Dabei stellte sich unter anderem heraus, dass nur einer von
36 Glycinresten flur die optimale Funktion das Carriers wesentlich ist (Kaback,
1994). Glycin kann wie Prolin in Transmembranhelices eine Funktion als
Helixbrecher haben (Grigorieff et al., 1996). Folglich sind Glycinreste haufig in
Positionen lokalisiert, in denen, bezogen auf die Quartarstruktur, eine dichte
Packung von Transmembranhelices vorliegt (Javadpour efal., 1999). Der
vermutlich intrazellulér lokalisierte N-Terminus von BrnF zeigt keine konservierten
Reste. Das steht auch mit dem Resultat im Einklang, dass im Stamm
C. glutamicum ATCC14752 trotz zweier N-terminaler Aminosaureaustausche der
Export von Isoleucin stattfindet. Daher ist wahrscheinlich, dass der N-Terminus fur

die Funktion nicht essentiell ist.

Fur BrnFE in C. glutamicum ist klar gezeigt, dass Isoleucin, Leucin und mit
geringerer Rate auch Valin exportiert wird. Da die verzweigtkettigen Aminosauren
unter Energieaufwand synthetisiert werden und die Biosynthese bereits stark
reguliert ist (Cordes ef al., 1992; Mdckel et al., 1994; Patek ef al., 1994; Morbach
et al., 2000), stellt sich die Frage, ob der Export dieser Aminosauren die
physiologische Funktion von BrnFE ist. Unter den Ublichen “Laborbedingungen®,
wie dem Verwenden von Minimal- oder Komplexmedium, zeigt die bmFE-
Deletionsmutante keinen Phanotyp. Nur bei Zugabe von 3 mM Isoleucyl-Isoleucin
oder 5 mM Alanyl-Leucin kommt es zu einer Wachstumsverzdgerung. Dariber-
hinaus akkumuliert die Deletionsmutante Isoleucin und Leucin in Kurzzeit-
experimenten nach Zugabe des entsprechenden Peptides. Es erscheint mdglich,
dass eine hohe interne Aminosaureakkumulation unter natirlichen Bedingungen
zumindest zeitweise vorkommt. Als natlrliche Umgebung von C. glutamicum ist
mit Vogelfaeces kontaminierter Boden beschrieben worden (Woodruff, 1981). Da
C. glutamicum lIsoleucin nicht verstoffwechseln kann (Ebbighausen et al., 1989a),

scheint der Export unter sehr speziellen Bedingungen sinnvoll. Fiir den basischen
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Aminosédureexporter LysE wurde festgestellt, dass dessen physiologische
Funktion die Kontrolle des internen Lysin- oder Argininpools ist (Vrljic et al., 1996).
Bei Deletion von lysk ist C. glutamicum nicht in der Lage in Anwesenheit Lysin-
haltiger Peptide oder auch auf Komplexmedium zu wachsen, da Lysin nicht
metabolisiert werden kann und infolgedessen intern stark akkumuliert (Vrljic et al.,
1996). Obwohl auch Isoleucin ein Stoffwechselendprodukt ist, ist die bmFE-
Deletionsmutante nach anfanglicher Wachstumsverzdégerung trotzdem in der Lage
sich an hohe Isoleucinkonzentrationen zu adaptieren. So erreichen die Kulturen
der brnFE-Deletionsmutante bei Wachstum in Minimalmedium mit Peptid nach
28 h die gleiche End-OD wie der Wildtyp. Die verlangsamte Wachstumsrate stellt
jedoch in direkter Konkurrenz zum Wildtyp einen Nachteil fir C. glutamicum ohne
brFE dar. Diese Anpassung ist durch die Hydrophobizitat von Isoleucin zu

erkldren, wodurch der Efflux auch durch Diffusion (Zittrich & Kramer, 1994) erfolgt.

Das einzige weitere zu BrnFE homologe System, das ansatzweise untersucht
wurde, ist das an der Azaleucinresistenz beteiligte AzICD aus B. subtilis (Belitsky
et al., 1997). Hier liegt ein Operon vor (Abb. 29), bei dem das erste Gen einen Lrp-
ahnlichen Regulator (AzIB) kodiert. AzIB selbst reprimiert die Expression des
gesamten Operons, wodurch gleichzeitig eine negative Autoregulation der
Expression von az/lB bedingt wird. Die Inaktivierung von AzIB fihrt
dementsprechend zu vermehrter Expression der stromabwartsgelegenen az/D-
und az/E-Gene und damit zu einer Resistenz gegenliber dem Leucinanalogon
D,L-Azaleucin. Wird az/D inaktiviert, hat dies den Verlust der Azaleucinresistenz
zur Folge. Aufgrund dieses Ergebnisses und der Untersuchungen zu BrnFE kann
angenommen werden, dass AzID, vermutlich zusammen mit AzIC, als
Azaleucinexporter die Resistenz vermittelt. Interessanterweise gibt es einen
Streptomyces neocaliberis Stamm, der D,L-Azaleucin ausscheidet (Argoudelis
etal.,, 1967), so dass hier méglicherweise ebenfalls ein zu BrnFE homologer
Exporter vorliegt, der fur die Entgiftung der Zelle sorgt. Auch fur den Export der
antibiotisch wirksamen Lanthibiotika liegen haufig bereits in den Syntheseclustern
Gene vor, die fir entsprechende Exportsysteme kodieren (Guder ef al., 2000).
Weitere durch BrnFE in C. glutamicum exportierte Substrate sind vermutlich
Norvalin und Norleucin. Diese nicht proteinogenen Aminosduren enthalten statt

der verzweigten Seitenkette eine unverzweigte aliphatische Kette und kénnen als
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Nebenprodukte im Stoffwechsel der verzweigtkettigen Aminoséuren auftreten,
wenn eine hohe Konzentration von o-Ketosduren auftritt (Kisumi et al., 1976;
Kisumi et al., 1976a). Fur Norleucin wurde bereits in frilheren Arbeiten gezeigt,
dass hohe interne Konzentrationen den Export von Isoleucin inhibieren (Hermann
& Kramer, 1996). BrnFE kdnnte somit eine Rolle bei der Entgiftung der Zelle zu-

kommen.

Der Befund, dass das paraloge BrnFE-2 System aus C. glutamicum nicht am
Export der verzweigtkettigen Aminoséuren beteiligt ist, Iasst vermuten, dass dieser
Exporter eine bisher noch unbekannte Substanz exportiert. Es wéare denkbar, dass
auch BrnFE-1 diese Substanz exportiert, aber im Laufe der Evolution die
Substratspezifitat verloren gegangen ist. Da die verzweigtkettigen Aminoséuren
einen hydrophoben Charakter besitzten, wére ein unspezifischer Export denkbar.
So zeichnen sich die durch multidrug resistance Transporter (MDR) exportierten
Substanzen haufig durch eine starke Hydrophobizitat und nicht durch eine analoge
Struktur aus (Neyfakh ef al., 2002). Die genomweite Analyse von 37 putativen
Transportern in E. coli zeigte, dass 20 in der Lage waren, den Efflux von toxischen
Substanzen zu katalysieren (Nishino & Yamaguchi, 2001). Der MDR-Transporter
Bmr aus B. subtilis exportiert viele hydrophobe, toxische Substanzen wie Ethidium
oder Norfloxacin (Neyfakh, 1991). Durch den Austausch eines konservierten
Aminosédurerestes bei diesem Transporter wurde der Export dieser Substanzen
Uberraschenderweise noch verbessert (Klyachko & Neyfakh, 1998). Dies ist ein
Argument daflir, dass dieser Aminosaurerest nur fir die eigentliche, bisher
unbekannte Funktion des Exporters essentiell ist und im Lauf der Evolution die

Substratspezifitat verloren ging.

Fur die mikrobielle Produktion einer Aminosaure ist grundsétzlich neben der
Biosynthese der Export relevant. Insbesondere fir die Isoleucinbildung mit
C. glutamicum ist bekannt, dass wahrend der Kultivierung von Produktions-
stimmen Isoleucin und dessen unmittelbare Vorstufe o-Ketomethylvalerat
zellintern um ca. das zweifache akkumulierten. In dieser Abeit wurde zunachst der
Einfluss des Exporters in dem nur wenig Isoleucin produzierenden Stamm
C. glutamicum DM368-2 untersucht. Durch Uberexpression von brnFE akkumuliert

dieser Stamm extern mehr Isoleucin, wodurch sich eine Produktsteigerung von bis
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zu 37 % ergibt. Damit ist gezeigt, dass durch gesteigerte brnFE-Expression
generell auch die Produktion von L-Isoleucin verbessert werden kann. In
C. glutamicum konnte eine Verbesserung der Threoninakkumulation durch
Uberexpression des Threoninexportergens thrE von bis zu 40 % erreicht werden
(P. Simic, Dissertation, 2000). Auch die heterologe Uberexpression von thrE in
threoninproduzierenden E. coli Stdmmen wirkte sich positiv auf die Produktbildung
aus (Kruse et al., 2002). Bei der Produktion von L-Lysin mit C. glutamicum wurde
eine verstarkte Lysinexkretion vermutet, die durch eine Mutation im Lysin-
exportergen bedingt sein kénnte (Broer efal., 1993). Die Sequenzierung ver-
schiedener lysE-Allele von Produktionsstdmmen widerlegte dieser Hypothese
jedoch, da die Sequenzen mit der des Wildtyps identisch waren (M. Vrljic,
Dissertation, 1997). Bei dem Vergleich von C. glutamicum 13032 mit dem Lysin-
produzierendem Stamm B-6 zeigten sich keine Mutationen im lysE- oder lysG-
Gen, was auch eine Beteiligung des Regulators LysG an verbesserten Exkretions-
eigenschaften ausschliefst (Ohnishi et al., 2001). Diese Hinweise lassen vermuten,
dass die Produktion von L-Lysin nicht durch den aktiven Export limitiert ist. Durch
Uberexpression der Exportergene brnFE in Isoleucinproduktionsstdmmen konnte
tendenziell eine Produktsteigerung erreicht werden. Durch die nun vorliegenden
Produktionsstdmme, in denen die Exportergene tberexprimiert und der Importer
deletiert ist, sollte nach einer Optimierung der Fermentationstechnik eine

Steigerung der Produktbildung méglich sein.
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V.

ZUSAMMENFASSUNG

Da L-Isoleucin als essentielle Aminosédure fur Mensch und Tier von groRer

Bedeutung ist, wurde in den letzten Jahren versucht, diese Aminosédure mit dem

Bakterium Corynebacterium glutamicum zu produzieren. Dabei haben stoff-

wechselphysiologische Untersuchungen gezeigt, dass dieser Mikroorganismus

einen aktiven Exportcarrier fur die Sekretion von L-Isoleucin ins Medium besitzt.

Es war deshalb das Ziel dieser Arbeit, das Gen fiir diesen Carrier zu klonieren und

seine Eigenschaften zu untersuchen.

Um das Gen des Isoleucinexportcarriers in C. glutamicum zu identifizieren,
wurde zunachst eine im Export defekte Transposonmutante isoliert. Die
Klonierung und Sequenzierung der Insertionsorte des Transposons ergab ein
aus drei Genen bestehenden Gencluster.

. Zwei dieser Gene kodieren fir stark hydrophobe Proteine, wobei eines ein

Molekulargewicht von 27,3 kDa und vermutlich sieben transmembrane Helices
besitzt und das andere 11,5 kDa schwer ist und vermutlich vier Helices hat.
Benachbart zu den Genen ist in divergenter Orientierung das Gen eines
mdoglichen Regulators (/rp) lokalisiert.

Zur Untersuchung der Funktion dieser Gene wurden verschiedene Mutanten
hergestellt und durch Bestimmung der Exportrate charakterisiert. Es zeigte
sich, dass der aktive Export von L-Isoleucin in der Deletionsmutante nicht
mehr nachweisbar ist. Durch die Uberexpression der Gene wird die Exportrate
auf 7,8 nmol min™ mg™ Tg gesteigert. Der Export von L-Isoleucin ist nur in An-
wesenheit beider Gene méglich. Auch das Gen des méglichen Regulators ist
fur den Export von L-Isoleucin essentiell. Der Export von von L-Leucin und L-
Valin wird ebenfalls durch diesen Carrier katalysiert.

. Aufgrund der Funktion dieser Proteine als Exportercarrier der verzweigt-

kettigen Aminosduren wurden diese mit BrnFE fur branched chain amino acid
export bezeichnet. Durch Datenbankanalysen wurden zu BrnF und BrnE
homologe Proteine mit identischer genomischer Organisation in mehr als 25
Prokaryonten identifiziert, die nun als LIV-E Transporterfamilie zusammen-
gefasst werden. Interessanterweise wurde in C. glutamicum ein zu BrnFE
paraloges System identifiziert, dessen Funktion zur Zeit noch nicht geklart ist.
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VI. ANHANG

1 Oligonukleotidsequenzen

Tab. 19: Oligonukleotidsequenzen, die zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten,
oder zur Sequenzierung verwendet wurden.

Primer Oligonukleotid Schnittstelle/
Verwendung

RSP 5 -[CACAGGAAACAGCTATGACCATG]-3" reverser Universal-M13-
Primer

USP 5 -[CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC]-3’ forward Universal-M13-
Primer

Sequenzierungs-

primer

EcoRI-Tn-Primer 5 -[CGGGTCTACACCGCTAGCCCAGG]-3" Zur Ansequenzierung
klonierter Tn5531

Xbal-Tn-Primer  5°-[CGGTGCCTTATCCATTCAGG]-3" Insertionsorte.

810-51-F1 5°-[CAATACCAATCGGGTACATGC]-3" Verlangerung bei
pUC18Klon1-8EcoRI:

810-52-F2 5 -[TGTTCGCATCGGCGTTGCTG]-3" Verlangerung bei
pUC18Klon1-8EcoRlI:

810-79-F1 5 -[CAACGTTTCGCAGCAATGTG]-3" Verlangerung bei
pUC18-Klon1-8Pstl

810-112-F1 5 -[CAATGGTGAAGCTCAAACCTG]-3” Vollstindige

810-112-F2 5 -[CAATACCAATCGGGTACATG]-3" Sequenzierung von
pUC18azICDIrp

810-112-F3 5 -[CAGCGTTTGGAAGCCGAAG]-3’

810-112-R1 5" [CGATCAATGGAATCTAGCTTC]-3"

810-112-R2 5 -[CTCAATGCAAATAGCGTTTCAC]-3"

810-112-R3 5 -[GCAAAATGGCGATGTGGATG]-3"

810-233-R1 5"-[GATACTGACGGGCTCCAG]-3" Vollstandige

810-233-R2 5 -[TGCGGGTCGCTTCACTTACG]-3" Sequenzierung des
lacZ-Gens

810-233-R3 5 -[AGACCGTTCATACAGAACTG]-3"

810-233-R4 5 -[GCGGATGGTTCGGATAATGC]-3"

810-233-R5 5 -[ACATGGAAATCGCTGATTTG]-3"

810-233-R6 5 -[GAAGATCGCACTCCAGCCAG]-3’




118

Anhang

Tab. 19 (ff): Oligonukleotidsequenzen

810-222-P1 5 -[CTTCAAATTGAGGGCATG]-3" Kontrollprimer zur
810-222-P2 5" [CAGCCAGTGCGAGATTTG]-3" Sequenzierung von
brnFE
810-163-R 5°-[CGCAGAAGTGGTCCTGCAAC]-3 pJC1- forward Primer
810-240-P1 5 -[TGTGGAATATCTACCGACTG]-3" pEM1-forward Primer
PCR-Primer
Primer A: 5°-[cGGAATTC Primer zur Herstellung
GAGTCCCAATGCGTTTCAAGTCA]-3" des downstream
Primer B: 5°-[CCCATCCACTAAACTTAAACA Bereichs des brnFE-
TGCCGTTGCGATTACAGTGGTC]-3" Deletionsfragmentes
(EcoRl)
Primer C: 5 -[TGTTTAAGTTTAGTGGATGGG Herstellung des
CCAGGCTTGAATGAATCTCCTGC]-3’ upstream Bereichs des
Primer D: 5’-[ccTCcTAGA brnFE- oder brnF-
GTCTACAGTGGAGCGGTCGAAGT]-3" Deletionsfragmentes
(Xbal)
Primer E 5 -[CCCATCCACTAAACTTAAACA Herstellung des
CTGATCTTCTTGGGTCTGTTGAC]-3" downstream brnF-
Primer F 5°-[eceaaTTC Deletionsfragmentes

GATTCACCAGTCCAACAAAAACG]-3

(EcoRl)

P-up-for-brnQ
P-up-rev-brnQ

5 -[GCCGATGTGAAGGCCTGGAAG]-3”

5 -[CCCATCCACTAAACTTAAACA
CAGCATCAAAGAAGTAATCAGGAC]-3”

Primer zur Herstellung
des upstream brnQ-
Deletionsfragmentes

P-down-for-brnQ

P-down-rev-brnQ

5 -[TGTTTAAGTTTAGTGGATGGG
GAATCCATTTCCGTCTAATCGCTA]-3’
5" -[CGATGCGGTCTGGGTACAAC]-3’

Primer zur Herstellung
des downstream brnQ-
Deletionsfragmentes

upper-brnFE

5’-[ecTCTAGA
ACCTTGTCAGCCAGTGCGAGAT]-3"

Xbal/ Amplifizierung
von brnFE

lower-brnFE 5°-[ecTCTAGA
AAAAATCCGCATCCCCTTCA]-3”
brnF-lower 5’-[ccTCcTAGA Xball Amplifizierung
GCCCGGAGCGCAAAAGTAAT]-3" von brnF
brnE -upper 5 -[ATTCATTCAAGCCTGGAGGTGTCG]-3" Amplifizierung von brnE
brnE -lower 5 -[AGCGCTGETCTGCTTAAGCCTTTTC]-3"
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Tab. 19 (ff): Oligonukleotidsequenzen

Irp-lower 5°-[CCTCCAGGCTTGAATGAATCTCT]-3" Amplifizierung von Irp
Irp-upper 5’-[GCCAGGGCGGCGGETAGC]-3”
Irp-upper- 5 -[AATTGCTGCGATTGATTTCA]-3" Kontrollprimer zum
Kontrolle Nachweis der Irp-
Insertion
Delta-brnFE- 5°-[GCAGAGTGTTGCTCACTGGCAG]-3" Kontrollprimer zum
Kontr Nachweis der brnFE-
Deletion
brnE_down 5- Kontrollprimer zum
[GCTCTAGACCGCATCCCCTTCAAATTGAGG]- Nachweis der brnF-
3 Deletion
Delta-Q down 5 -[GGTATTCATGTCCGTGCCAGG]-3" Kontrollprimer zum
kontr Nachweis der brnQ-
Delta-Q up kontr 5'-[GCTCACCGATATTGCGGCG]-3" Deletion
brnE_His_ 5 -[GCTCTAGATTAGTGGTGGTGGTGETGGT Xbal-Stopp-(His)s/
down_2 GTGCTGCGAAAAGATTCACCAGTCCAACAAA Herstellung einer His-
AAC]-Y Fusion am C-Terminus
von brnE
brnF_his_2 5 -[GCTCTAGATCAGTGGTGCETGGTGETCGTG Xbal-Stopp-(His)e/
TTTAGCAGCCTTTCCCAAGAAGAAG]-3’ Herstellung einer His-
Fusion am C-Terminus
von brnF
upper_F2 5 -[GCTCTAGATCATT Xball Stopp/ Zur
CAAACAGCGCGGTCAGGGCAAAAT]-3” Amplifikation eines
internen brnF2-
Fragmentes.
lower_F2 5’-[ccTCcTAGA Xball Zur Ampilifikation

p-rev-kontrolle -
F2
p-for-kontrolle -
F2

TCGCGGCGGAATCGGTGAGACT]-3"

5 -[GCGACGTGATGCGTCGACAAG]-3

5 -[CTTCTGGCAGGCCAAACTCAC]-3

eines internen brnF2-
Fragmentes.
Kontrollprimer zum
Nachweis brnF2-
Integration

plysA5end-1
plysA3end-1

5°-[CCGTCGCTGGTGTGCCTCTG]-3"

5 -[TGCCGACGAATTCCARACATACCT]-3’

Primer zum Nachweise
der lysA-Deletion

p1-75Xbafor
p1-75Xbarev

p1-750ut

5 -[CGCAGCTGCTGGACCGTTTCG]-3"

5 -[ATCAGATCCGGCAGCTCCACAC]-3"

5 -[TCGCGTCAGCATTGAGCGTGAC]-3"

Zur Amplifizierung
eines internen chlil
Fragments
Kontrollprimer
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Tab. 19 (ff): Oligonukleotidsequenzen

p1-77rev 5 -[TTGCGGGAGCTGCTGAGAAGTAAG]-3”  Zur Amplifizierung des
intergenischen Frag-
p1-77for 5 -[CAAGGCCGGACCGTGGATTT]-3 ments von cmr und
cipB
p1-25Ecofor 5 -[GGCCCAATCGCAAACGGCACTG]-3" Zur Amplifizierung
] _ eines internen htaA
p1-25Ecorev 5°-[CGTCGAATTTGACGGTTGGGTTGG]-3 Fragments

2 Plasmidkarten

pUC18brnFEirp

4489 bp brmF

Abb. 31: pUC18brnFEirp: pUC18 mit einem 1,8 kb PCR-Fragement von brnFE und
Irp.
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EcoRl Pstl
NgoMIV, me\ Bgil
pJC1brnFE
7410 bp BstBl

Eco52I

BstEIl

Abb. 32: pJC1brnFE: pJC1 mit einem 1,3 kb Fragment von brnFE.

pJC1brnF
7096 bp

D
BstEll Smal

Abb. 33: pJC1brnF: pJC1 mit einem ca. 1 kb Fragment von brnF.
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pZ1brnE
7435 bp

EcoRI
Sacl

repA

Abb. 34: pZ1brnE: pZ1 mit einem 1,2 kb Fragment von brnE.

aph-3

pK19mobsacB AbrnFE

6409 bp

Stul BspHI

Bpu10l

Kpnl

Sacll
Psp1406l

EcoRV

Ndel

Abb. 35: pK19mobsacB AbrnFE: pK19mobsacB mit einem um 942 nt deletierten
brnFE-Fragment.
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pk19mobsacB AbrnF

6430 bp
Sspl
Mscl
Cla
BspLUT1I
Dral Van91l
Apol
Hpal
Cial van91l
Banll
Dral
Psp 1406,
Hindll Ecos2l
Hpal

Abb. 36: pK19mobsacB AbrnF: pK19mobsacB mit einem um 642 nt deletierten brnF-
Fragment.

It

aph-3
orivV
pK18moblirp;,:

3991 bp
Apall

Eco47Ill
Sacl

Abb. 37: pK18moblirp;,:: pK18mob mit einem 203 nt internen /rp Fragment.
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Sphl
Hindll

pK19mobsacBAbrnQ

Alwadl 6543 bp

Stul

BspHI

Sacll

Eco47Ill
Sor, Psp 1406l

Abb. 38: pK19mobsacBAbrnQ: pK19mobsacB mit einem um 1224 nt deletierten

brnQ-Fragment.

Xbal
BamHI||
Xbal
Sall
Pst|
Sbfl
Sphl
Hindll

pK19mobsacBbrnF-2;,,
6215 bp

BspHI
Stul
oriT
Eco47lll
SnaBI
SgrAl Btrl Sacll
Psp 14061

Abb. 39: pK19mobsacB brnF2,,;: pK19mobsacB mit einem internen, 506 nt groRen
brnF-2 Fragment.
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'brnF-2n

~

SP  pEM1brnF-2i.-lacZ
7233 bp orT

Aatll

RSP

Pstl
Pstl

BbvCl
Bpu1102l
\ Ndel

Bsi WI
Bst11071

BssHII

Abb. 40: pEM1brnF-2;+-lacZ: pEM1 mit einem internen 477 bp groBen brnF-2
Fragment und einem 3,4 kb /JacZ-Fragment aus piWiT10.

pECM3ilvA“'brnFE
12531 bp

Eco52I

Agel
SexAl

Abb. 41: pECM3ilvA*brnFE: pEM1ilvA** mit einem 1,3 kb brnFE Fragment.
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3 Deletionsnachweise

5,7 kb ]

]
4,3 kb v
3.7 kb -

Abb. 42: Nachweis zur Deletion von brnFE in C. glutamicum 13032 mittels Southern
Blot Analyse. Rechts sind die Fragmenten schematisch dargestellt. Die
chromosomale DNA wurde mit Avall verdaut und folgende Fragmente erwartet:
Spur 1: A-DNA BstEIll- verdaut, Digoxigenin-markiert

Spur 2: C. glutamicum 13032 Wildtyp: 1,4 und 1,0 kb;

Spur 3: 13032::pK19mobsacBAbrnFE: 4,6 kb; 1,4 kb; 1,0 kb und 0,5 kb;

Spur 4: 13032AbrnFE: 1,0 und 0,5 kb.
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3,7 kb
2,3 kb
1,9 kb

1,4 kb
1,3 kb

m— 1,0kb

0,7 kb

= 0,5kb

Abb. 43: PCR-Nachweis zur Deletion von brnFE und brnF in C. glutamicum 13032
oder MH20-22B. In Spur 2-4 sind die PCR’s mit den Primern Irp-upper und delta-FE-
Kontr zum Nachweis der brnFE-Deletion aufgetragen; bei Deletion entsteht ein 1,6
kb Fragment und im Wildtyp ein 2,5 kb Fragment. Spur 5-6 zeigen die PCR mit Irp-
upper + brnE-lower zum Nachweis der Deletion von brnF; bei Deletion entsteht ein
1,2 kb und beim Wildtyp ein 1,8 kb Fragment.

Spur 1: A-DNA BstEll

Spur 2: PCR mit chromosomaler DNA von 13032

Spur 3: PCR mit chromosomaler DNA von 13032AbrnFE

Spur 4: PCR mit aufgekochten Zellen von MH20-22BAlysA

Spur 5: PCR mit aufgekochte Zellen von MH20-22BAlysAAbrnFE

Spur 6: PCR mit chromosomaler DNA 13032

Spur 7: PCR mit aufgekochte Zellen 13032AbrnF

Spur 8: 100 bp Leiter
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4 Datenblatter zur Produktbildung

Tab. 20: Datenblatt der Fermentation bei Amino GmbH mit MH20-22B Stammen.

Schuttelkolbenversuch tiber 72h in CgXll-Medium

Bakterium: MH20-22B / pEKOhom ™ thrBC 1 pECM3iIvA"‘" mit den Klonen JK1-JK3,
MH20-22B / pEKOhom ™ thrBC 1 pECM3ilvA "'brnFE mit den Klonen JK4-JK8,
MH20-22BAbrnQ / pEKOhom P thrBC 1 pECM3iIvA'MbmFE mit den Klonen JK7-JK9,
MH20-22BAbrnQ/ pEKOhom P thrBC 1 pECM3iIvA""1 mit den Klonen JK10-JK12,
Datum: 30.7.- 16.8.02
I I
Kolben Datum Dauer oD pH-Wert | Glucose Aminoséuren
[h] [600 nm] o] | nemm | Lys [mM] | Leu [mM]
JK1 A 30.7.02 14:40| 0,0 0,8 7,49 38,7 n.n. 0,10 2,47
OD(Vorkultur)= 6,3 | 31.7.02 14:15| 236 1,4 8,08 37,2 0,39 0,21 2,15
1.8.02 14:10 47,5 40,0 7,68 5,6 26,71 16,67 n.n.
2.8.02 13:40 71,0 27,0 8,85 0,0 35,13 21,28 n.n.
JK1B 30.7.02 14:40 0,0 0,9 7,46 38,4 n.n. 0,11 2,31
OD(Vorkultur)= 6,3 | 31.7.02 14:15 23,6 2,8 7,88 36,6 0,52 0,33 2,04
1.8.02 14:10 47,5 35,0 7,27 2,1 24,89 12,05 n.n.
2.8.02 13:40 71,0 28,0 8,54 0.1 27,03 13,16 n.n.
JK2 A 30.7.02 14:40 0,0 0,9 7,46 38,4 n.n. 0,09 1,17
OD(Vorkultur)= 6,7 | 31.7.02 14:15 23,6 6,6 7,82 32,1 2,58 0,20 1,75
1.8.0214:10 | 475 33,0 7,95 0,1 41,62 14,78 n.n.
2.8.02 13:40 71,0 28,0 8,92 0,0 41,27 15,08 n.n.
JK2 B 30.7.02 14:40 0,0 0,9 7,46 38,1 n.n. 0,08 2,38
OD(Vorkultur)= 6,7 | 31.7.02 14:15 23,6 6,1 7,85 33,3 2,35 0,40 1,95
1.8.02 14:10 47,5 38,0 8,17 0,0 40,90 13,35 n.n.
2.8.02 13:40 71,0 25,0 8,81 0,2 41,81 13,96 n.n.
JK3 A 30.7.02 14:40 0,0 0,7 7,46 39,5 n.n. 0,09 2,41
OD(Vorkultur)= 5,9 | 31.7.02 14:15| 23,6 2,0 8,18 36,5 0,62 0,07 1,39
1.8.02 14:10 47,5 31,0 7,89 10,0 35,44 2,23 0,47
2.8.02 13:40 71,0 25,0 8,87 0,0 52,47 3,58 0,18
JK3B 30.7.02 14:40 0,0 0,7 7,46 38,7 n.n. 0,07 1,95
OD(Vorkultur)= 5,9 | 31.7.02 14:15 23,6 7,0 8,16 30,2 0,92 0,06 1,51
1.8.02 14:10 47,5 33,0 7,96 10,5 34,52 2,17 0,47
2.8.02 13:40 71,0 27,0 8,87 0,1 51,39 3,43 0,18
JK4 A 6.8.02 11:35 0,0 1,0 7,34 39,0 n.n. 0,03 1,99
OD(Vorkultur)=2,1 | 7.8.02 11:25 23,8 46,0 7,76 8,4 23,40 11,91 0,02
8.8.02 12:05 48,5 31,0 8,78 0,0 35,88 19,65 n.n.
9.8.02 11:35 72,0 30,0 8,78 0,0 34,87 20,39 n.n.
JK4 B 6.8.02 11:35 0,0 1,0 7,36 39,8 n.n. 0,03 2,11
OD(Vorkultury=2,1 | 7.8.02 11:25 23,8 45,0 7,67 7,8 24,69 11,46 n.n.
8.8.0212:05 | 485 35,0 8,77 0,0 35,57 19,19 n.n.
9.8.02 11:35 72,0 29,0 8,72 0,0 36,65 19,49 n.n.
JK5 A 6.8.02 11:35 0,0 0,9 7,36 38,2 n.n. n.n 2,07
OD(Vorkultur)=6,4 | 7.8.02 11:25 23,8 9,3 7,89 32,5 2,6 1,2 1,40
8.8.02 12:05 48,5 35,0 7,92 0,0 34,50 25,82 n.n.
9.8.02 11:35 72,0 27,0 8,54 0,0 32,20 25,46 n.n.
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Tab. 20 (ff): Datenblatt der Fermentation bei Amino GmbH mit MH20-22B Stammen.

Kolben Datum Dauer oD pH-Wert | Glucose Aminoséuren
[h] [600 nm] [g/L] lle [mM] | Lys [mM] | Leu [mM]

JKS B 6.8.02 11:35 0,0 0,9 7,36 38,8 n.n. 0,1 2,10
OD(Vorkultur)=6,4 | 7.8.02 11:25 23,8 9.4 7,91 31,4 2,9 1,2 1,44
8.8.02 12:05 48,5 35,0 7,91 0,0 33,84 25,19 n.n.
9.8.02 11:35 72,0 25,0 8,72 0,0 34,51 25,19 n.n.
JK6 A 6.8.02 11:40 0,0 0,9 7,36 38,9 n.n. 0,1 2,10
OD(Vorkultur)=7,7 | 7.8.02 11:25 23,8 18,7 7,67 27,0 7,0 12 0,78
8.8.02 12:05 48,4 35,0 8,38 0,0 37,48 18,36 n.n.
9.8.02 11:35 71,9 21,0 8,79 0,2 36,88 18,14 n.n.
JK6 B 6.8.02 11:40 0,0 1,0 7,37 39,3 n.n. 0,10 2,07
OD(Vorkultur)=7,8 | 7.8.02 11:25 23,8 19,5 7,67 25,8 7,79 1,58 0,74
8.8.02 12:05 48,4 34,0 8,55 0,0 37,69 18,38 n.n.
9.8.0211:35 | 719 26,0 878 0,1 37,93 18,13 n.n.
JK7 A 6.8.02 13:40 0,0 0,9 7,39 38,5 n.n. 0,03 2,02
OD(Vorkultur)= 11,0] 7.8.02 15:25 25,7 28,0 7,95 19,2 19,54 2,29 0,71
8.8.0213:55 | 482 34,0 8,47 03 4674 | 620 0,14
9.8.02 13:35 71,9 25,0 8,79 0,0 47,57 6,54 0,24
JK7 B 6.8.02 13:40 0,0 0,9 7,38 38,8 n.n. 0,03 1,91
OD(Vorkultur)= 11,0] 7.8.02 15:25 257 27,0 8,07 20,5 18,41 1,89 0,76
8.8.02 13:55 48,2 32,0 8,01 0,3 47,16 6,88 0,17
9.8.02 13:35 71,9 26,0 8,84 0,0 48,15 7,25 0,27
JK8 A 6.8.02 13:40 0,0 0,9 7,38 38,6 n.n. 0,04 2,00
OD(Vorkultur)= 10,8] 7.8.02 15:25 25,7 22,0 8,15 23,7 17,36 0,16 0,93
8.8.02 13:55 482 37,0 8,29 0,0 54,37 1,98 0,30
9.8.02 13:35 71,9 27.0 8,83 0,0 54,15 2,20 0,18
JK8 B 6.8.02 13:40 0,0 0,9 7,33 38,1 n.n. 0,03 2,05
OD(Vorkultur)= 10,8] 7.8.02 15:25 257 25,0 8,05 18,8 21,25 0,54 0,79
8.8.02 13:55 48,2 27,0 8,08 0,0 53,09 2,76 0,17
9.8.02 13:35 71,9 26,0 8,72 0,0 55,20 2,35 0,27
JK9 A 6.8.02 13:40 0,0 1,0 7,18 38,4 n.n. 0,03 2,14
OD(Vorkultur)= 10,8] 7.8.02 15:25 25,7 29,0 7,78 16,7 25,46 1,22 0,83
8.8.02 13:55 48,2 32,0 8,43 0,0 53,81 2,12 0,15
9.8.02 13:35 71,9 27,0 8,15 0,0 53,29 2,89 0,34
JK9 B 6.8.02 13:40 0,0 1,0 7,17 37,8 n.n. 0,03 2,18
OD(Vorkultur)= 10,8] 7.8.02 15:25 25,7 31,0 7,83 17,6 24 54 1,17 0,82
8.8.02 13:55 48,2 28,0 7,98 0,0 53,86 2,65 0,29
9.8.02 13:35 71,9 23,0 8,12 0,1 52,11 2,58 0,33
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Tab. 20 (ff): Datenblatt der Fermentation bei Amino GmbH mit MH20-22B Stammen.

Kolben Datum Dauer oD pH-Wert | Glucose Aminoséuren
[h] [600 nm] [g/L] lle [mM] | Lys [mM] | Leu [mM]

JK10 A 13.8.02 11:20 0,0 0,9 7,15 38,9 n.n. 0,03 2,23
OD(Vorkultur)= 5,6 | 14.8.02 11:45 24.4 32,0 7,72 20,4 20,95 1,00 0,88
15.8.02 11:25 481 22,0 8,01 0,2 58,42 2,90 0,38
16.8.02 11:15 71,9 19,9 8,08 0,0 56,56 2,21 0,34
JK10B 13.8.02 11:20 0,0 0,8 7,15 38,6 n.n. 0,03 2,19
OD(Vorkultur)= 5,6 | 14.8.02 11:45 24 4 32,0 7,77 211 20,94 0,90 0,96
15.8.02 11:25 48 1 23,0 8,12 0,0 60,13 2,76 0,39
16.8.02 11:15 71,9 21,0 8,06 0,0 57,99 0,54 0,33
JK11 A 13.8.02 11:20] 0,0 0,9 7,14 39,1 nn. 0,03 2,23
OD(Vorkultur)= 8,8 | 14.8.02 11:45 24,4 37,0 7,57 16,1 28,51 1,15 0,83
15.8.02 11:25 48,1 23,0 8,09 0,0 58,89 2,65 0,40
16.8.02 11:15 71,9 17,4 8,01 0,0 57,30 2,82 0,38
JK11B 13.8.02 11:20 0,0 0,8 7,14 38,8 n.n. 0,03 2,24
OD(Vorkultur)= 8,8 | 14.8.02 11:45 24 .4 36,0 7,74 17,2 27,77 0,74 1,52
15.8.02 11:25 48,1 25,0 8,12 0,1 59,35 2,53 0,38
16.8.02 11:15 71,9 19,8 8,02 0,0 58,72 2,72 0,37
JK12 A 13.8.02 11:20 0,0 0,9 7,13 38,9 n.n. 0,03 2,22
OD(Vorkultur)= 5,8 | 14.8.02 11:45 24 4 33,0 7,74 17,0 28,21 1,19 0,87
15.8.02 11:25 48,1 23,0 8,03 0,0 59 .41 2,49 0,41
16.8.02 11:15 71,9 20,0 7,99 0,0 58,99 2,70 0,39
JK12B 13.8.02 11:20 0,0 0,9 7,13 39,1 n.n. 0,03 2,23
OD(Vorkultur)= 5,8 | 14.8.02 11:45 24 4 28,0 7,71 16,0 28,67 1,12 0,88
15.8.02 11:25 48,1 26,0 8,13 0,0 60,11 2,46 0,42
16.8.02 11:15 71,9 19,8 8,00 0,0 59,34 2,65 0,40

n.n. : nicht nachweisbar
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Tab. 21: Datenblatt der Kultivierung von MH20-22B Stammen im IBT-1.

Mittelwert Mittelwerte Standardabweichung

Stamm Zeit oD oD lle Leu Lys lle Leu Lys

[h] [600 nm] s mM mM mM s S S

MH20-22B/ 0 04 0,0 0,0 39 0,0 0,0 0,0 0,0

pEKOhom ™ thrBthrC 14 46 15 23 35 0,0 0,4 0,5 0,0
pECM3ivA™ 17 8,1 2,4 55 27 0,0 1,0 0,5 0,0
20 13,4 35 10,5 17 11 1,4 0,5 16

24 20,4 44 20,8 06 42 23 0,4 35

28 256 41 39,9 0,0 9,1 3,0 0,0 50

39 21,5 28 65,1 0,0 13,7 97 0,0 52

48 22,0 14 70,8 0,0 155 7.6 0,0 7,0

MH20-22B/ 0 04 0,0 0,0 3,9 0,0 0,0 0,0 0,0

pEKOhom ™thrBthrC 14 6,9 31 32 3,0 0,0 0,8 0,6 0,0
PECM3ivA™brnFE 17 12,1 3.9 7.6 2,0 0,0 20 0,7 0,0
20 20,5 48 13,8 0,9 40 2,9 0,7 32

24 27,1 46 27,1 0,0 9,3 33 0,0 56

28 30,8 1,2 48,5 0,0 16,4 1,0 0,0 6,7

39 22,5 1,0 74,2 0,0 25,0 6,0 0,0 9.8

48 22,3 1,7 56,4 0,0 18,8 0,9 0,0 6,7

MH20-22BAbrnQ/ 0 04 0,0 0,0 3,9 0,0 0,0 0,0 0,0
pEKOhom ™ thrBthrC 14 54 0,2 40 2,9 0,0 0,7 0,1 0,0
PECM3ilvA™brnFE 17 82 0,3 9,5 2,6 0,0 1,3 0,2 0,0
20 12,3 0,5 12,7 16 0,0 1.1 0,0 0,0

24 16,9 1,4 25,9 0,9 0,7 0,5 0,1 0,5

28 20,6 0,9 419 0,0 1,1 3.1 0,0 15

39 21,7 16 83,7 0,0 46 9.4 0,0 0,7

48 19,7 21 81,0 0,0 4.4 9,4 0,0 0,4

MH20-22B/AbrnQ 0 04 0,0 n.d. 39 0,0 n.d. 0,0 0,0
pEKOhom ™ thrBthrC 14 46 0,3 36 33 0,0 0,5 0,1 0,0
pECM3ilvA™ 17 7,0 02 8,4 26 0,0 16 0,2 0,0
20 10,6 03 12,5 16 0,0 1,1 0,2 0,0

24 145 0,1 23,3 13 03 20 0,1 04

28 18,7 06 35,9 0,0 0,0 1,1 0,0 0,0

39 25,1 18 76,5 0,0 45 3,0 0,0 06

48 19,3 0,5 79,7 0,0 1,6 6,9 0,0 23
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